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ABSTRAKT
Tato diplomova prace se zabyva vyrobou bylinnych kapek z trapatkovky (Echinacea) a
stanovenim obsahu vybranych u¢innych latek.

Teoreticka ¢ast obsahuje taxonomické zatazeni echinacey, jeji botanickou charakteristiku a
podminky péstovani. Zminéna je také historie péstovani a zpiisoby vyuziti této rostliny.
Dilezitou kapitolou teoretické Casti je chemické slozeni rostliny a rozdily ve slozeni mezi
jednotlivymi druhy tfapatkovky. Dale jsou zminény metody ziskavani ucinnych latek a jejich
stanoveni. Posledni kapitola je vénovana technologii vyroby echinaceovych kapek.

V experimentalni ¢asti byla provedena optimalizace extrakce pro susené kvéty a kotfeny E.
purpurea. Pro kvéty byl stanoven tento extrakéni systém: 40% ethanol, ¢as 6 hodin, pomér
navazky ku rozpoustédlu 1:10 a laboratorni teplota. Pro kofeny byl vyhodnocen jako nejlepsi
20% ethanol, ¢as 24 hodin, pomér navazky 1:10 a laboratorni teplota. Déle byly pfipraveny
nejlepsi extrakty, u kterych byl stanoven obsah celkovych fenolickych latek v rozmezi 0,799—
0,839 mg/ml, nasledné¢ byla stanovena antioxida¢ni aktivita v rozmezi 116-242 ng T/ml, a
nakonec byla provedena analyza aromatickych latek pomoci HS-SPME-GC-MS. Pro porovnani
pripravenych extraktii byly testovany i dva komer¢ni vzorky.

KLICOVA SLOVA

rod tfapatkovka, bylinné extrakty, polyfenoly, antioxidacni aktivita, aromatické latky



ABSTRACT
This diploma thesis deals with the production of herbal drops from Echinacea and the
determination of the content of selected active substances.

In the theoretical part, the taxonomic classification of echinacea, its botanical characteristics
and growing conditions are mentioned. The history of cultivation and uses of this plant are also
mentioned. An important chapter of the theoretical part is the chemical composition of the plant
and differences in composition between individual cultivars of Echinacea. Methods for
obtaining active substances and their determination are also mentioned. The last chapter is
devoted to the technology of production of echinacea drops.

In the experimental part, the extraction was optimized for dried flowers and roots of E.
purpurea. The following extraction system was determined for the flowers: 40% ethanol, time
6 hours, weight to solvent ratio 1:10 and room temperature. For the roots, 20% ethanol and a
time of 24 hours, a ratio of 1:10 and room temperature were evaluated as the best conditions.
Furthermore, the best extracts were prepared, in which the content of total phenolic substances
was set at 0.799-0.839 mg/ml, then the antioxidant activity was determined in the range from
116 to 242 pg T/ml, and finally the analysis of aromatic substances was performed by HS-
SPME-GC-MS. Two commercial samples were also tested to compare the prepared extracts.

KEYWORDS

genus Echinacea, herbal extracts, polyphenols, antioxidant activity, aromatic substances
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1 UVOD

Echinacea je jednou z nejproddvanégjSich léCivych rostlin Siroce pouzivanych ke zmirnéni
nachlazeni, bolesti v krku a jinych infekci hornich cest dychacich. V dnesni dob¢ se prevazné
vyuzivaji 3 druhy této rostliny, a sice tfapatkovka nachova (Echinacea purpurea), ttapatkovka
uzkolista (Echinacea angustifolia) a trapatkovka bleda (Echinacea pallida). V Evropé se tyto
rostliny péstuji hlavné v Némecku, Nizozemsku a Rumunsku.

Terapeuticky jsou vyuzivany nadzemni ¢asti rostlin 1 kofeny. Pfipravené produkty (napf.
infuze, tinktury a tobolky) se pouzivaji ke stimulaci imunitniho systému a jejich
imunostimulac¢ni vlastnosti jsou pfisuzovany hlavné derivatim kyseliny kavové, alkylamidim,
polysacharidiim a glykoproteinim. Kyselina cichorova se proto také bézné pouziva jako marker
pro stanoveni kvality 1é¢iv z echinacey [1-3].

V soucasnosti se vyvoj zamétuje na aplikace technik piipravy vzorki a separacnich metod.
Zatimco chromatografické separa¢ni metody jsou pomérn¢ jednotné, existuje mnoho moznosti
ptipravy vzorkl. Pfedmétem vyzkumu ziskévani aktivnich latek z echinacey je vliv riznych
rozpoustédel a jejich koncentrace, tlaku a teploty, dale doba extrakce a pifipadné opakovani
celého procesu. Svou roli také hraje pouzity druh a ¢asti rostliny (koten, nat, kvét) [4].

Cilem této diplomové prace je ptiprava alkoholovych extrakti rostlinného materidlu ve
vhodném extrakénim systému (rozpoustédlo, Cas, navazka, teplota) a stanoveni obsahu
ucinnych latek.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Pivod a historie

Echinacea byla zndma jiz pGvodnim obyvatelim Severni Ameriky, avSak prvni pisemnou
zminku o této rostliné najdeme v knize s nazvem Flora Virginica, kterou publikoval L. T.
Gronovius v roce 1762. Tato kniha byla zaloZena na terénnich vyzkumech anglického botanika
Johna Claytona, ktery zil ¢tyficet let ve Virginii, kde se setkal s druhem Echinacea purpurea a
ve svych poznamkach uvadi, Ze tato rostlina byla pouzivana k oSetfeni odfenin u koni.

Dalsi zminka pochazi z roku 1830, kdy dobrodruh Raffinesque zaznamenal, ze Siouxové
pouzivaji rostlinu Echinacea angustifolia k 1é¢b¢ syfilidy. O pét let pozdéji botanik jménem
Riddell napsal o echinaceji, Ze je uc€inna proti nadymani. V roce 1837 zacali rostliny sbirat
shakefi (nabozenska sekta piivodné z Anglie) a vyuZzivat jako 1€k na nemoci mocovych cest.

Na zacatku 20. stoleti se spojila skupina jednotlivcl a pozadala Kongres, aby byl vytvofen
ufad pro registraci indianskych znalosti. Kongres na jejich zadost ustavil ufad pro americkou
etnologii, ktery mél za kol zdokumentovat indidnskou kulturu, nez bude navzdy ztracena.
V ramci tohoto projektu byli do terénu vysldni badatelé, ktefi cestovali po Statech a
zaznamenavali informace od potomku slavnych indianskych kmeni. Diky t€émto lidem dnes
vime spoustu informaci o tom, jak indidni vyuzivali echinaceu v 1éCitelstvi. Piiklady téchto
vyuziti spadaji do tii zékladnich kategorii, a sice urychlovani hojeni, tlumeni bolesti a 1é¢eni
infek¢énich nemoci.

Do Evropy se vehlas o tfapatkovce donesl v prabéhu 20. stoleti. Nejprve se pouzival pouze
koten E. angustifolia, ale postupné se zaCaly vyuzivat jak ostatni ¢asti rostliny, tak i dal§i druhy
této rostliny. Echinacea byla rozsahleji zkoumana ptfedevsim v Némecku, kde nyni zaujima
misto mezi hlavnimi 1éky, vice nez 250 produktli s obsahem echinacey je dostupnych v této
zemi [1, 5].

2.2 Morfologie

Rostliny rodu Echinacea (zatazeni do taxonomie je uvedeno v Tabulce 1) jsou okrasné trvalky
pochazejici ze Severni Ameriky, kde se vyskytuji plan¢. Mezi vyznamné druhy patii Echinacea
purpurea (tfapatkovka nachova, Obrazek 1), Echinacea angustifolia (trapatkovka tuzkolista,
Obrazek 2) a Echinacea pallida (tfapatkovka bleda, Obrazek 3).

Pojmenovani ,,Echinacea* bylo odvozeno z feckého slova ,,echinos* — jezek, ziejmé podle
toho, ze kvétni ter¢ je pichlavy [5]. Dalsi pouzivany nazev pro tuto rostlinu je ,,Rudbeckia*
podle svédského botanika Olafa Rudbecka. Plivodné rod Rudbeckia zahrnoval 1 rostliny rodu
Echinacea, proto tento rod je v ¢estin€ oznacovan jako ,.tfapatkovka® i ,trapatka“ [6].

Kofteny této byliny jsou svétle hnédé, silné az 4 cm, dlouh¢ az 60 cm a tvoii svazky. Lodyhy
dortstaji vysky 70 az 120 cm, jsou vzpiimené, olisténé a nesou po jednom tboru. Listy jsou ve
spodni ¢asti lodyhy fapikaté, témer prisedlé a okraj listd je zubaty. Kvétenstvi je tvofeno
purpurovymi, jazykovymi kvéty na okraji dlouhymi asi 40-60 mm a trubkovitymi kvéty na
kuzelovitém ter¢i rudohnédé barvy. Plodem jsou nazky se zakrnélym chmyrem, které po
uschnuti rostliny opadaji [3, 5, 7].



Tabulka 1 Taxonomické zarazeni [6]

Rige: rostliny (Plantae)

Podfise: cévnaté rostliny (Tracheobionta)
Oddéleni: krytosemenné (Magnoliophyta)

Ttida: vy$$i dvoudé€lozné rostliny (Rosopsida)
Rad: hvézdnicotvaré (Asterales)

Celed: hvézdnicovité (Asteraceae)

Rod: trapatkovka (Echinacea)

Obrazek 1 Echinacea purpurea [8]
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Obrazek 3 Echinacea pallida [10]
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2.3 Péstovani a sklizen

E. purpurea byla v Evrop¢ kultivovana nejdiive jako okrasna kvétina, dnes ovSem existuje cela
fada okrasnych forem tohoto druhu jako naptiklad ,,Kral“, ,,Vecerni hvézda“ nebo ,,Sombrero®.
Pozdé&ji se hlavné v Némecku zacalo s péstovanim tfapatky pro farmaceutické ucely.

Trapatkdm se dafi ve vysluni az v polostinu. Pro péstovani se doporucuje leh¢i, nekamenita,
hlubok4 humozni piida. Také by ptida mé¢la byt vlhka, ale neméla by zadrzovat vodu.

Echinacea se velmi dobfe mnozi semeny. Idedlni doba pro vysev je v tnoru az bieznu a
doporucuji se teploty mezi 20 az 25 °C, tedy je vhodné si rostlinky piedpéstovat ve skleniku.
Pro zlepSeni vzchazeni semen se doporucuje, aby sazenice prosly otuzovaci fazi bez mrazu, a
sice chlazenim semen pii 0 °C po dobu jednoho mésice nebo namocenim ve vodé po dobu 24
hodin. Vysadbu na venkovni stanovisté Ize provadét od dubna.

Sklizen kvetouci nati 1ze provadét od prvniho roku péstovani, E. purpurea kvete v prvnim
roce Vv fijnu, od druhého roku v Cervenci az srpnu. Nadzemni ¢ést rostliny se sklizi v plném
kvétu. Kofeny se sklizi vyoravacem minimaln€ z dvouletych rostlin v pozdnim podzimu.
Kofeny se pfed susenim musi ocistit a rozdélit a susi se pfi teploté maximalné do 45 °C [5, 7].

2.4 Utinné latky

Latky obsazené v rostlinach rodu Echinacea tvoti neobycejnou pestrou smés. Jednotlivé druhy
trapatek maji podobny ucinek, ale jiné slozeni. V zéasadé¢ je to proto, ze z4dna jednotliva slozka
neni zodpovédna za Ucinky echinacey, ale celd skupina latek. Naptiklad glykosidicka latka
echinakosid je pfitomna pouze v E. angustifolia, ale chybi v E. purpurea. U jinych latek je tomu
naopak a tyto rozdily jsou uvedeny v Tabulce 2. Obecné se v téchto rostlindch objevuji
fenolické slouceniny (derivaty kyseliny kavoveé), fenolicky glykosid echinakosid, cynarin,
nenasycen¢ alifatické slouceniny a polysacharidy. Dal§imi obsahovymi latkami jsou lipofilni
slozky alkylamidy a polyacetyleny, silice, anthokyany a stopy pyrolidizinovych alkaloidi [5,
11].

Tabulka 2 Hlavni slozeni riznych druhii rostliny Echinacea [12]

druh sloZeni komentar

E. purpurea a?kylamicrly, estery ky§eliny kavové, hlavné kyselina ecv:’hinak(?sid neni
cichorova, polysacharidy, polyacetyleny piitomny
alkylamidy, estery kyseliny kdvové, castecné cynarin je typicky

E. tifoli : . . .
angustifolia echinakosid, cynarin, polysacharidy, polyacetyleny

estery kyseliny kavové, ¢astecné echinakosid, alkylamidy do

E. pallid, .
parad polysacharidy, polyacetyleny znacné miry chybi

Také slozeni kofene a nadzemnich ¢asti rostliny je pomérné odlisné. V kotenech je vice
tékavych olejii a pyrolizidenovych alkaloidt, jako je naptiklad tussilagin. V téchto ¢astech se
nachazi vice derivatl kyseliny kdvové a kyseliny ferulové a také komplexnich polysacharidi.
Obsah jednotlivych slozek je ovSem velmi variabilni a z&visi na nékolika endogennich a
exogennich faktorech, vCetné¢ genetickych znakt, rostlinnych organi (listy, kvéty, stonky,
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koteny), klimatickych podminkach, podminkach péstovani, zpracovani a skladovani. Velmi
dualezitou roli tedy predstavuje standardizace ziskavani extraktt [13, 14].

2.4.1 Kyselina kavova a jeji derivaty

Derivaty kyseliny kdvové jsou typicky syntetizovany fenylpropanoidovou cestou (Obrazek 4),
ve které fenylalanin amoniakalni lyaza (PAL) hraje kli¢ovou roli v odlisné produkci primarnich
a sekundarnich metabolitii. Mezi tyto metabolity obsazené v echinaceji patii kyselina kaftarova,
kyselina cichorova, kyselina chlorogenova, cynarin a echinakosid [2].

— N

COOH COOH
kyselina skoficova
lCAH

OH
/\/©/

COOH

fenylalanin

kyselina p-kumarova
14CL

o CHS
COAS._ A\ + 3 malonyl-CoA — flavonoidy

4-kumaroyl-CoA

Obrazek 4 Fenylpropanoidova draha [15], C4H — cinamat-4-hydroxylaza,
4CL — 4-kumyroyal-CoA-ligaza, CHS - chalkonsyntaza

Kazdy druh trapatky obsahuje riznou smés téchto derivata. Echinakosid je hlavni slozkou
kotenil E. angustifolia a E. pallida (0,5-1,0 %) a kyselina cichorova je hlavni sloZkou kofenti
E. purpurea s obsahem 0,14-2,05 % a u nadzemnich ¢asti rostliny s obsahem az 1,2-3,1 %.
Cynarin je pfitomen pouze v kotenech E. angustifolia a u ostatnich dvou se nevyskytuje [12].

Derivaty kyseliny kévové patii mezi fenolické latky, kterym se pfipisuji antioxidacni
vlastnosti. Zvlasté kyselina cichorové se dvéma sousednimi hydroxylovymi skupinami svych
fenolovych kruhti vykazuje vysokou schopnost zachytavani radikali. Podle Tsai a spol. [2] je
potadi uc¢innosti proti volnym radikalim nasledujici: echinakosid > kyselina cichorova >
cynarin > kyselina chlorogenova > kyselina kdvova > kyselina kaftarova.

2.4.1.1 Kyselina kavova

Kyselina kavova neboli kyselina 3,4-dihydroxyskoticova (Obrazek 5) je hnéda krystalicka latka
za laboratorni teploty, pfirozen¢ se nachdzi v mnoha rostlinach, ve stravé se nachazi predevsim
jako soucast ovoce, Caje, kavy a vina. Jedna se o latku, ktera ma potencialni antioxidacni,

rrrrr

(viz kap. 2.4.1.4) mohou vyvolat biologické ucinky v krevnim ob¢hu, a sice tyto kyseliny
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inhibuji oxidaci lipoproteinii s nizkou hustotou (LDL), a proto mohou chranit pied
kardiovaskularnim onemocnénim. Ob¢ tyto kyseliny jsou také antioxidanty a mohou inhibovat
tvorbu mutagennich a karcinogennich nitrososloucenin [1, 2, 16]. Obsah kyseliny kavové
v Echinacea purpurea mize dosahovat az 60 mg/100 g susené rostliny [17].

O
HO

HO

Obrazek 5 Kyselina kavova [18]

2.4.1.2 Kyselina kaftarova

Kyselina kaftarova (Obrazek 6) je ester kyseliny kdavové a vinné. Jedna se o neflavonoidni
fenolickou slouceninu, kterd se hojné nachdzi v hroznech a ovliviiuje barvu bilého vina.
Pfitomnost dvojné vazby na bocnim fetézci vede k existenci dvou izomernich forem.
V hroznech se vyskytuje hlavné v trans konfiguraci a je pfevazné obsazena v duzniné a béhem
lisovani hroznt se rychle uvoliluje do §tavy. Ve 200 ml takto ziskané §tavy se mize nachazet
az 60 mg kyseliny kaftarové [19]. Také se tato kyselina vyskytuje ve Spenatu, salatu, ¢ekance
a je jednou z bioaktivnich slozek Echinacea purpurea. V extraktech ziskanych z této rostliny
se obsah kyseliny kaftarové pohybuje v rozmezi 50-80 mg/g extraktu [2, 16, 20].

HO O

OH

OH

Obrazek 6 Kyselina kaftarova [21]

2.4.1.3 Kyselina cichorova

2,3-dikafeylester kyseliny vinné (Obrazek 7) byl poprvé izolovan z rostliny Cichorium intybus,
a proto se tato sloucenina nazyva jako kyselina cichorova. Jeji obsah v kofenech trapatky
dosahuje az 20 mg v 1 g suSiny [5]. Tato kyselina se ¢asto vyuziva jako marker pro kontrolu
kvality rostlinnych produkti pivodem z ¢ekanky (Cichorium intybus), ttapatky purpurové a
bazalky. Obsah kyseliny cichorové v ¢ekance se pohybuje v rozmezi 200—1500 pg/g Cerstvych
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list [22], v bazalce mlze byt obsah této kyseliny od 11 do 25 mg/100 g susené rostliny [17].

-----

[23].
HO @) OH
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Obrazek 7 Kyselina cichorova [24]

2.4.1.4 Kyselina chlorogenova

Kyselina chlorogenova (Obrazek 8) je strukturdlné ester kyseliny kdvové s 3-hydroxylovou
skupinou kyseliny chinové. Kéva je zdrojem této kyseliny v lidské stravé, denni piijem se
pohybuje v rozmezi od 0,5 do 1 g za den [16]. Ti, kteti kdvu nepiji, mohou tuto kyselinu
ziskavat z dalSich zdrojt, jako jsou naptiklad jablka, hrusky, artyCoky a lilky. Tato sloucenina,
dlouho zndma pouze jako antioxidant, také zpomaluje uvoliovani glukézy do krevniho fecisté
po jidle [25]. Tajik a spol. [26] uvadi, Ze kyselina chlorogenova mé pozitivni efekt na cukrovku
typu 2, obezitu, Alzheimerovu chorobu a mozkovou mrtvici. Také uvadi neptiznivé G€inky této
slouceniny, mezi které patii bolesti hlavy, prijmy a komplikace ve vysSich davkach pro osoby
s citlivym Zaludkem.

OH
OH
Obrazek 8 Kyselina chlorogenova [27]

2.4.1.5 Cynarin

Cynarin (Obrazek 9) je ester tvofeny kyselinou chinovou a dvéma jednotkami kyseliny kavové.
Jednd se o bioaktivni latku v artyCocich, u tfapatek se nachazi pouze v E. angustifolia,
neobsahuje ji tedy zadny jiny druh tohoto rodu. Podle vyzkumt [28, 29] pozitivné uc¢inkuje na
jatra a chrani je pfed poskozenim, také byly prokazany ucinky cholagogické (zvySovani
vylucovani Zlu€e ze zlucniku), choleretické (zvySovani tvorby ZluCe v jatrech),
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cholesterolytick¢ (odbouravani cholesterolu), hypocholesterolymické (snizovani hladiny
cholesteru) a hypolipidemické (sniZovani hladiny tuka v krvi) [1, 30].
OH

OH

HO

HO

Obrazek 9 Cynarin [31]

2.4.1.6 Echinakosid

Echinakosid (Obrazek 10) je tvofen z trisacharidu sestavajiciho ze dvou glukézovych a jedné
rhamnézové Casti glykosidicky vazané k jednomu zbytku kyseliny kdvové a jednomu zbytku
hydroxytyrosolu. Tato slouc¢enina vykazuje slabé antibiotické u¢inky proti zlatému stafylokoku
a proti streptokokiim [5]. Také bylo zjisténo, ze vykazuje neuroprotektivni aktivity [32].
Echinakosid se hromadi v kotenech E. angustifolia a E. pallida, ale E. purpurea tuto latku
vubec neobsahuje. V tradi¢ni ¢inské medicing se pro 1écbu ledvin vyuziva rostlina Cistanche,
ve které je echinakosid jednim z hlavnich fenylethanoidnich glykosidi [1, 5, 32].

Obrazek 10 Echinakosid [33]
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2.4.2 Tékavé slouceniny a esencialni oleje

Je dobte zndmo, ze t€kavé slouceniny z rostlin slouzi jako latky ptitahujici hmyz. Obecné plati,
ze obsah esencialnich oleji v Cerstvém materidlu ptedstavuje 0,05 az 0,48 %, u susenych
materiala to je v rozmezi 0,1 az 1,25 %. Chemické sloZeni esencialnich oleji se mize liSit jak
mezi jednotlivymi druhy, tak i mezi ¢astmi jednotlivych rostlin [12, 14].

Hlavni komponenty esencidlnich olejl z tfapatkovky jsou terpeny, konkrétné monoterpeny
(Ci0Hie), seskviterpeny (CisHz4) a jejich derivaty. Mezi tyto monoterpeny patii pinen, sabinen,
myrcen, felandren a cymen. Ze seskviterpenti se v echinaceji objevuji elemen, karyofylen,
humulen, kurkumen, germacren D a kadinen. Obsah terpent v olejich ziskanych z kvéth se
pohybuje v rozmezi 88-93 %. Také se v esencidlnich olejich vyskytuji alkoholy, aldehydy a
ketony. Vybrané slouceniny jsou zobrazeny na Obrazku 11 [34, 35].

Koften E. pallida obsahuje prevazné alkeny (jako polyeny) a alkyny (jako polyacetyleny).
Tyto slouceniny jsou nestabilni a snadno oxiduji na 8-hydroxyderivaty. Alkeny E. pallida a E.
purpurea jsou velmi odlisné od E. angustifolia, kde se nachazi predevsim alkylketony [12, 14].

CH,

H,C

Germacren D Naftalen Karyofylen Karyofylen oxid

H,C CH,

H,C
. CH,

H,C HyC

CH, OH

CHy

Felandren Kadinol Pinen Borneol

Obrazek 11 Hlavni komponenty esencialnich olejii echinacey [14]

2.4.3 Flavonoidy

Nekteré publikace [4, 17] uvadéji, ze listy tfapatek jsou bohaté na flavonoidy. Jako Gc¢inné
antioxidanty rusi fetézové reakce vzniklych volnych radikalt. Také mohou zasahovat do
riznych pochodli, a tedy mohou byt dilezit¢ i jako prevence proti takovym druhiim

-----

protinadorovou aktivitu, antitromboticky efekt a jsou ucinné jako antivirové latky [36].
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Mezi flavonoidy, které se vyskytuji v rostlinach Echinacea, patii kvercetin, kaempferol,
isorhamnetin a luteolin. Jejich vlastnosti jsou [5, 12]:

e Kvercetin: protialergické a antioxida¢ni uc¢inky, ¢inkuje proti anafylaktickému Soku,
dermatitid¢, proti viru chiipky a také ni¢i HIV a retroviry.

e Kaempferol: protizanétlivy, antioxidacni, antihistaminicky, u¢inkuje proti nadorim a
viedim.

e Luteolin: protizanétlivy, antioxidacni, antihistaminicky, antispasmodicky.

2.4.4 Alkylamidy

Ttapatkovky obsahuji vice nez 25 alkylamidi, pfevazné isobutylamidy mastnych kyselin
s pfimym fetézcem (viz Obrazek 12), které v rostliné vznikaji jako polyyny v biosyntetickém
cyklu kyseliny olejové. E. purpurea a E. angustifolia obsahuji v kotenech i v kvétech izomerni
isobutylamid kyseliny tetraenové, ale E. pallida jej neobsahuje viibec. Isobutylamidy z kotenti
E. angustifolia obsahuji hlavné 2-monoenové jednotky, zatimco z E. purpurea obsahuji hlavné
2,4-dienoové jednotky a obsah alkylamidl v tomto druhu rostliny se udava v rozmezi 0,01 az
0,04 % [5, 12].

Alkylamidy byly pouZivany jako anestetické slou¢eniny domorodymi Americany a bylo také
zjisténo, Ze maji insekticidni a onkolytické ucinky. Jsou také priméarnimi slozkami, o nichz se
ptedpoklada, Ze jsou zodpovédné za protizanétlivou aktivitu echinacey. V soucasné dob¢ se
predpoklada, ze tyto imunomodula¢ni ucinky jsou zpiisobeny schopnosti alkylamida vazat se
na typ kanabinoidnich receptorti 2 (CB2). Alkylamidy z echinacey jsou také schopné potlacit
T-lymfocyty, které jsou klicovymi medidtory antivirové imunity, a vykazuji aktivitu proti viru
herpes simplex, chiipkovému viru a rhinoviru [4].

0
e /H—,"*"“&_/H\N"‘mr/ isobutylamid kyseliny undeka-2E 4Z-dien-8,10-diyvnove
0

%’\E/%/u‘hll /Y\ 2-methylbutylamid kyseliny dodeka-2E 4Z-dien-8,10-diynové

H

0
%F\/\/\)‘N"\( isobutylamid kyseliny trideca-2E 7Z-dien-10,12-divnové

H

(o]
& r:q/\]/ isobutylamid kyseliny dodeka-2E 4E 10E-trien-8-ynové
H
o
WMA’}‘/\{/ isobutylamid kyseliny dodeka—EE;tl_E-dienové
H
N Q
B T e g isobutylamid kyseliny dodeka-2E 4Z 10Z-trien-8-ynove

Obrazek 12 Struktura nékterych alkylamidit obsazenych v echinaceji [4]
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2.4.5 Polyacetyleny a polyeny

Krom¢ alkyalmidl je zndmo, ze druhy tfapatkovek obsahuji dalsi lipofilni slou¢eniny, vcetné
skupiny polyacetylent a polyent. Pro rostliny ¢eledi Asteraceae jsou tyto latky typické. Vétsi
mnozstvi se nachazi v kotenech rostlin [5]. Prvni dva hydroxylované acetyleny (slouceniny ¢. 2
a 3 v Obrazku 13) byly izolovany z kotenu E. pallida v roce 1987. Pozdé&ji bylo pii hledani
biologicky aktivnich sloucenin z rostlin rodu Echinacea zjisténo, Ze lipofilni extrakt z kotenti
E. pallida mé& vyssi antiproliferativni aktivitu ve srovnani s ostatnimi testovanymi druhy.
Nakonec v letech 2006-2008 bylo zjiSténo, Ze kofeny tohoto druhu obsahuji tii hydroxylované
acetyleny (1-3), dva dikarbonylové acetyleny (4, 5), tfi monokarbonylové acetyleny (6-8) a
dva monokarbonylové alkeny (9, 10), viz Obrazek 13 [4].

o] OH 0] OH o] OH
= = =
X X |

8 -hydroxy-tetradek-(9E)-en-11,13-diyn-2-on 8-hydroxy-pentadek-(9E)-en-11,13-dien-2-on §_hydroxy-pentadek-(9E,132)-en-11-yn-2-on
(1) (€3] o (3) ’

)\N\A/\/LN\/U\/\

pentadek-(9E)-en-11,13-diyn-2.8-dion  pentadek-(9E.13Z)-dien-11-yn-2.8-dion
C)) (3)

*“V\*”\“”\

tetradek-(82)-en-11.13-diyn-2-on pentadek-(87)- Eﬂ 11 13-diyn-2-on pentadek-(8Z.13Z)-dien-11-yn-2-on
) 8)
pentadek-(8Z.117)-dien-2-on pentadek- (SZ) -en-2-on

©

Obrazek 13 Chemicka struktura polyacetylenii a polyenii obsazenych v rostlindch Echinacea [4]

2.4.6 Polysacharidy a glykoproteiny
Polysacharidy a glykoproteiny z druht Echinacea byly studovany roky s ohledem na jejich
imunomodula¢ni aktivitu v reakci na infekce nebo zranéni. Mezi polysacharidy obsazené
v echinaceji patfi fruktan inulinového typu, kysely arabinogalaktan, xyloglukan a
rhamnoarabinogalaktan [4].

Pokud jde o glykoproteiny, v roce 2000 byly izolovany rizné druhy arabinogalaktanproteinu
(AGP) [37]. Stejni autofi v roce 2005 [37] klasifikovali tento AGP jako glykoprotein bohaty na
hydroxyprolin. Dalsi autoti [38], pracujici na kotenech E. pallida, byli schopni izolovat jak
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AGP, tak i arabinan, u které¢ho byla prokdzana schopnost vézat lymfocyty, monocyty a
granulocyty. Tyto leukocyty byly samostatné analyzovany pomoci pratokové cytometrie.

2.4.7 Ostatni latky

Kromé vSech vyse uvedenych sloucenin zahrnuji dalsi slozky echinacey fytosteroly, alkany a
anorganické prvky, jako jsou draslik, vapnik, hot¢ik a zelezo (IIT) [13, 14]. V ethanolovych
extraktech E. purpurea byly nalezené i dalsi latky, a sice pryskyfice, sacharéza a redukujici
cukr. V Cerstvych listech byl také zjistén obsah vitaminu C (0,214 % po piepocitani na suSinu).
Vedle téchto latek, jejichz struktura je objasnéna, existuje jesté celd fada sloucenin, které zatim
nemaji zcela prozkoumanou a popsanou strukturu [5].

2.5 Terapeutické uéinky

Jak uz bylo uvedeno vySe v kapitole 2.1, domorodi tradi¢ni Iécitelé pavodnich
severoamerickych kmenti piedepisovali rizné piipravky E. angustifolia, E. purpurea a E.
pallida pro ulevu od bolesti, od zanétd na kizi, k 1é¢bé ran, jako protijed proti hadimu ustknuti
a také pro symptomy spojené s nachlazenim a infek¢nimi nemoci. Moderni z4jem o rod
Echinacea se zaméfuje predevs§im na imunomodulacni aktivitu. Echinacea je k dostani
v nejriznéjSich lékovych formach, vétsinou v podobé¢ tablet, které tvoii praskovy koten, nikoli
extrakt z rostliny. Extrakty jsou ale také velmi pouzivanymi pfipravky a jedna se predevsim
o ethanolové tinktury kotfent a nati [12].

Bylo provedeno nékolik studii [39], které zkoumaly schopnost echinacey zabranit nemoci,
ale vysledky vykazuji maly nebo nulovy ptinos. Proto se doporucuje jeji konzumace na zacatku
nemoci pii poc¢atecnich piriznacich pfedev§im nachlazeni a chiipky.

Utinnost aktivnich latek tfapatky byla zkouména na testech in vitro, ale také na testech na
zvitatech i na lidech. Metodou in vitro bylo zjisténo, ze derivaty kyseliny kdvové maji ochranné
ucinky na pojivovou tkan kiize, a sice ze chrani kolagen pfed poskozenim zplsobenym
superoxidy a hydroxylovymi radikaly vytvofenymi v xanthinovém systému [13].

Série studii u mysi s pouzitim purifikovanych polysacharidii z echinacey vykazovaly
stimulacni ucinek pii aplikaci na imunitni butiky intraperitonealné. Tyto G¢inky zahrnovaly
zvySeni fagocytdzy, chemotaxe a oxidacni vzplanuti neutrofili nebo makrofaga.

Testy na lidech maji obecné¢ dva formaty, 1) leukocyty se izoluji z periferii, a pak se oSetti
s extraktem z echinacey ex vivo nebo 2) se vezme extrakt a leukocyty se izoluji, aby se poté
zmeéfila jejich specifickd funkce. Jedna studie [40] provedend ex vivo uvadi, Ze echinacea
zvysila chemotaxe neutrofila a baktericidni aktivitu proti stafylokoktm. V jiné studii [41] byly
mononukledrni buiiky periferni krve izolovany od zdravych dospélych jedinct a od dospélych
jedinct se syndromem chronické unavy nebo AIDS. SuSené a mleté buiiky echinacey byly
homogenizovany v bunééném kultivaénim médiu a inkubovany s mononukledrnimi bunkami
krve. Vysledkem bylo zvyseni schopnosti NK bunék (natural killer cells) zabijet K562
leukemické bunky.

Echinacea ma tedy schopnost posilit reakce fagocytarni imunitnich bunék, ale pouze nékteré
ptipravky jsou schopny takto ucinit, jako napiiklad Cerstvé lisované §tavy nebo izolované
polysacharidy [5, 13, 14].
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2.6 Metody ziskavani ucinnych latek z rostlinnych materiali

Uprava vzorku pfed samotnym stanovenim analytu je nejdilezitéj$i ukon, ktery vede ke
kone¢nému zjisténi obsahu latky v matrici. Zakladni typy extrakci, kdy je Zadana latka
prevedena z tuhé faze do kapaliny, jsou [5]:

e macerace — louhovani do jedné davky kapaliny pii normalni teplotg,
e digesce — louhovani do jedné davky kapaliny pii zvySené teploté,
e perkolace — louhovani za normalni teploty do protékajici kapaliny.

Mezi nové techniky ziskavani fytolatek z rostlinnych materidlti patii extrakce pomoci
ultrazvuku, extrakce pomoci mikrovin a superkritickd fluidni extrakce, které jsou rychlé a
efektivni. VSechny tyto zptsoby maji mnoho vyhod oproti klasickym zplsobiim extrakce,
pokud jde o dobu extrakce, spotiebu rozpoustédla, vytézky a reprodukovatelnost [17]. Nicméné
tyto nové techniky byly testovany pouze v omezené oblasti aplikaci. Z primyslového métitka
a z pohledu vyroby musi byt vybrana technika extrakce vSestranna, jednoduchd, levna a
bezpecna jak pro provozni persondl, tak i pro spotiebitele.

Obecné se pripraveny extrakt upravi na zadouci konzistenci vhodnymi metodami, obvykle
za snizeného tlaku a za teploty, pii které je co nejmensi nebezpeci rozkladu u¢innych latek.
Zbytek vyluhovadla v extraktu nesmi piekrocit predepsany limit [2, 7].

2.6.1 Pouzivané extrakéni metody pro rostliny Echinacea

Metody extrakce jednotlivych aktivnich latek v echinaceji pfedstavuji Siroké spektrum
moznosti a kombinaci. Mohou se pouzivat rizna rozpousStédla (methanol, ethanol
s proménlivym procentem vody), doba extrakce se miize pohybovat v rozmezi od 5 minut do
14 dnli macerace, soub&zné oSetieni pomoci sonikace nebo refluxu a cely proces mize byt az
tiikrat opakovan. Takova variabilita je diisledkem vyvoje analytickych strategii, které postupné
presunuji svou pozornost z extrakce pouze derivati kyseliny kdvové na postupy, u kterych je
mozné soucasné hodnotit jak fenolické latky, tak i alkylamidy [4].

Pro extrakce derivatl kyseliny kavové se nejCastéji vyuziva extrakce podle Soxhleta
s methanolem po dobu jedné hodiny. Pro potravinaiské ucely je ale methanol nevhodny,
z diivodu vysokeé toxicity, a proto se vyuziva ethanol v riznych koncentracich (40-80 %). Tsai
a spol. [2] zkoumali vliv koncentrace ethanolu (0, 25, 50, 75, 95 %) a jejich vysledky jsou
v sestupném poradi ES0 > E75 = E25 > E0 > E95. Tito autofi také zkoumali vliv teploty (25 az
95 °C) na extrakci. Pti extrakei do 65 °C se vynos aktivnich slozek v extraktech zvySoval, ale
pii teploté nad 65 °C byl trend opacny.

Yildiz a spol. [42] uvadi, Ze nejvyssi celkovy obsah fenolt (62,58 mg/g) byl dosazen
Soxhletovou extrakci pomoci methanolu, ale tato metoda neni vhodna pro potravinaiské tcely,
jak jiz bylo zminéno vyse. Ziskany obsah celkovych fenolti pomoci superkritick¢é CO> (SCE) a
mikrovinné extrakce (MAE) byly podobné, a sice 22,41 mg/g a 24,42 mg/g. Nejnizsi hodnota
byla dosazena pomoci subkritické vodni extrakce (SWE) (10,47 mg/g). U SCE zvysena teplota
nem¢la vyznamnéjsi vliv na celkovy obsah fenoll, narozdil od tlaku a pomocného rozpoustédla.
U mikrovinné extrakce zvySena teplota a vykon vedly k vys$si vytéZnosti, zatimco doba extrakce
neméla zadny vliv.

21



Dalsi vyuzivand metoda pro extrakci bioaktivnich latek, pfedevSim pro esencidlni oleje
z rostlin, je hydrodestilace. Jako rozpoustédlo se pouzivd voda a mechanismus extrakce je
podobny jako u Soxhletovy extrakce. Tato extrakce probihd 3 az 4 hodiny v aparatufe typu
Clevenger [4]. Takto ziskané oleje jsou suseny nad bezvodym siranem sodnym a jsou
skladovany v té€sn¢ uzavienych tmavych lahvickach [34].

2.7 Metody pro stanoveni hlavnich Gcinnych latek

Pro stanoveni obsahu uc¢innych latek echinacey je mozné pouzit rtizné analytické metody.
V literatuie se nejcastéji uvadi vysokoucinna kapalinova chromatografie, at’ uz samostatné nebo
ve spojeni s hmotnostni spektrometrii. Také mlize byt vyuzita plynova chromatografie,
tenkovrstva chromatografie nebo kapilarni elektroforéza [2, 4, 5, 23, 35, 47-53].

Mezi jednodussi metody vyuzivané k predbézné analyze patii spektrofotometricka metoda
pro stanoveni celkovych fenolickych latek pomoci Folin-Ciocalteuova ¢inidla. Pro ptipravu
kalibra¢ni kifivky se vyuZziva kyselina gallova a absorbance vzorku je méfena pii 750 nm. Tuto
metodu pouzili napt. Erenler a spol. v roce 2015 [43] nebo Lepojevic a spol. v roce 2017 [44].

Dalsi pomérné jednoduchou metodou je kolorimetricky test s chloridem hlinitym pro
stanoveni celkovych flavonoidl. U této metody se vyuziva katechin jako standard a absorbance
vzorku je méfena pii 510 nm [44].

U echinaceovych extrakti se také Casto testuji antioxida¢ni vlastnosti. Jednou z moZznosti je
stanoveni antiradikalové aktivity pomoci 2,2-difenyl-1-pikrylhydrazylového radikalu (DPPH).
Principem této metody je redukce barevného stabilniho radikalu DPPH na bezbarvou neutralni
latku v pfitomnosti antioxidantii s antiradikélovou aktivitou. Pokles absorbance se mé&fi pfi
517 nm a rozsah odbarveni je umérny k antioxida¢ni €innosti extraktu [2, 44].

Dalsi zpiisob zjisténi antioxidacni aktivity je metoda TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant
Capacity). V této metodé€ se vyuziva schopnost vzorku zhéaset kation-radikal ABTS'". ZhaSeni
radikélu antioxidanty, které se chovaji jako donory vodiku, se sleduje spektrofotometricky pfi
734 nm [2].

2.7.1 Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC)

Vysokouc¢innd kapalinova chromatografie v riiznych obménach se dd vyuzit ke stanoveni
vetsiny aktivnich latek echinacey. Mezi tyto latky patii derivaty kyseliny kavové, alkylamidy,
polyacetyleny a polyeny a také polysacharidy a glykoproteiny [4].

Derivaty kyseliny kavové z riznych druhti tfapatkovek byly kvantitativné analyzovany
pomoci RP-HPLC od pocatku 90. let 20. stoleti, nejcastéji se spektrofotometrickou detekci pti
330 nm. Mohou se vSak pouZit i jiné kombinace kapalinové chromatografie, jako je naptiklad
HPLC s hmotnostnim detektorem [43] nebo HPLC s elektrochemickym detektorem.

Pro separaci alkylamidi se zprvu vyuzivala tenkovrstva chromatografie (TLC), ktera ovSem
nestacila k rozdéleni vSech alkylamida ve vzorku. Pozdé&ji se tedy vyvinula pro toto stanoveni
metoda HPLC a UHPLC. Separace se obvykle provadi pomoci gradientii acetonitril-voda
s kolonami C18. ProtoZze echinacea obsahuje mnoho izomernich a strukturné podobnych
alkylamidd, je uzite¢né spojit HPLC s detektorem, ktery poskytuje informace o struktufe.
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Prvni chromatografické metody pro analyzu polyacetylent a polyend v echinacey byly
popsany Bauerem a spol. v roce 1988 [45]. V této studii byly pouzity TLC a HPLC-UV pro
stanoveni tzv. otiskG prsti extrakti kofent E. pallida a E. angustifolia. Z HPLC
chromatogramii bylo mozné pozorovat, Ze lipofilni slouceniny E. pallida se zcela 1isi od
sloucenin E. angustifolia. Zatimco koitenové extrakty E. pallida byly charakterizovany
ptitomnosti polyacetylent a polyent, E. angustifolia z téchto latek neobsahovala ani jednu.
Tyto vysledky byly poté potvrzeny v n€kolika dal§ich pracich provadénych pomoci HPLC-UV.
UV spektra jsou velmi uzitecna pii detekci polyacetylenti a polyent, protoze tyto latky maji
typické chromofory, které vykazuji charakteristické¢ UV profily [4].

Jako prvni se zajimali o kvantifikaci polysacharidi a glykoproteini u druhli echinacea
pomoci HPLC Bergeron a Gafner v roce 2007 [46], kteti vyvinuli metodu HPLC s odpatfovacim
detektorem rozptylu svétla (ELSD). Separace byla provedena na koloné BioSep-SEC-S 2000
za pouziti sméesi voda-methanol za gradientové eluce a tato metoda byla také validovana. I ptes
to se ke stanoveni slozeni polysacharidi a glykoproteinii vétSinou vyuziva plynova
chromatografie nebo vysoce Ui¢inné iontoméni¢ova chromatografie [4].

2.7.2 Plynova chromatografie (GC)
Plynova chromatografie je stale nejlep$i analytickou technikou pro kvalitativni a
semikvalitativni analyzu t€kavych latek z tfapatky. Ve velké vétSin€ studii o téchto latkach je
jako detektor upfednostiiovan hmotnostni spektrometr (MS) kvuli snadngj$i identifikaci
sloucenin eluovanych z kolony [4, 47].

Nyalambasia a spol. [47] zkoumali t€kavé latky a jejich biologickou aktivitu z riznych druhti
echinacey. Jako extrakéni metodu pouzili 4hodinovou hydrodestilaci. Pouzity GC-MS systém
zahrnoval kapilarni kolonu o délce 30 m s primérem 0,25 mm a tloustkou filmu 0,25 um. Jako
stacionarni faze byl pouzit 5% fenylmethylsiloxan a jako nosny plyn bylo pouzito helium.
K eluci sloucenin se vyhradné pouziva teplotni gradient, i v tomto pfipadé¢ se jednalo o zahtati
kolony z ptivodni teploty 70 °C az na konec¢nou teplotu 250 °C rychlosti 5 °C/min.

Nicmén¢ vzhledem k tomu, Ze pozornost védci je zamétena hlavné na netékavé slouceniny
z rostlin Echinacea, které se ukazaly byt odpovédné za vétSinu biologickych aktivit této
rostliny, existuje jen maly zdjem o vylepSeni analytickych metod pro rychlou, u¢innou a
podrobnou analyzu tékavé slozky [4, 35].

2.7.3 Kapilarni elektroforéza (CE)

Elektroforetické analytické metody se také vyuzivaji ke stanoveni fytolatek obsazenych
v echinaceji, jejich mnozstvi ov§em neni tak velké jako u chromatografickych metod. Nejprve
byla vyvinuta micelarni elektrokineticka chromatografie (MEKC), ktera je hybridni technikou
mezi elektroforézou a chromatografii. Pomoci této metody je mozno stanovit 10 fenolickych
kyselin, vcetné kyseliny cichorové a kyseliny kaftarové, které jsou specifickymi markery
fytolatek E. purpurea. Metoda MEKC zahrnovala pouZiti 70 mol/dm® deoxycholatu sodného
(SDC) ve 40 mol/dm? boratovém pufru (pH 9,2) a UV detekci pii 300 nm. Kyselina zlu¢ova
byla pouzita jako biosurfaktant schopny poskytnout miceldrni systém sriznymi a
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selektivnéj$imi vlastnostmi. Tato metoda byla pouzita pro extrakty z kofenl E. purpurea a
komer¢ni extrakty a tablety na bazi echinacey [4, 48].

elektroforézy, kterd je soucasné alternativou k vétsin¢ vyvinutych HPLC metod. V tomto
piipadé¢ [49] byla pouzita smeés SDS/HP-CD (dodecylsiran sodny/2-hydroxypropyl-
cyklodextrin) o koncentraci 110 mol/dm?® (SDS) a 100 mol/dm® (HP-CD) v zékladnim
elektrolytu (BGE) sestavajiciho z Britton-Robinsonova pufru (pH 8,0; skladd se ze smési
0,04 mol/l H3BO3, 0,04 mol/l H3POs a 0,04 mol/l CH3COOH, kterd byla titrovana na
pozadované pH pomoci 0,2 mol/l NaOH). Za méné nez 10 minut bylo dosazeno iplné separace
vSech hlavnich fytochemickych markerti, ale tato separace byla siln¢ ovlivnéna povahou,
koncentraci a pH vzorkovaciho pufru.

Nakonec byla vyvinuta metoda kapilarni elektroforézy Mancekem a Kreftem v roce 2005
[50], kteii pouzili 75 mol/dm? boritan (pH 8,8) jako elektroforeticky pufr, nastfik s tlakem
20 mbar po dobu 20 s, separaci pii 20 kV a detekci pti 350 nm a teploté 35 °C. Jako vnitini
standard byla pouzita kyselina gentisova, protoze standardy kyseliny cichorové a kaftarové jsou
velmi drahé a pro rutinni analyzy nevyhodné.

2.7.4 Infracervena spektroskopie (IR)

Pro moznost rozlisovani riznych druhi echinacey podle jejich fenolického profilu pro kontrolu
kvality jak rostlinného materialu, tak i kone¢nych produktli mize byt pouzita metoda blizké
infraervené spektroskopie (NIR). Pfednosti této techniky je piredev§im zpracovani velkého
mnozstvi vzorkil v relativné kratkém cCase [4].

V jednom pfipadé byla pouzita modifikace infraervené spektroskopie, a sice metoda
zeslabeného uplného odrazu (ATR-IR) [51]. V tomto piipad¢ se jednalo o rozliSeni rtiznych
druhti echinacey podle mnozstvi echinakosidu v kofenech rostliny. Optimalni podminky a
klicové piky absorpce byly naméfeny ve spektralnim rozsahu od 700 do 1 200 cm™. Na rozdil
od Casove naro¢né kapalinové chromatografie, vysledky tohoto méfeni byly detekovany uz po
1 minuté analyzy.

Podobné¢ Laasonen a spol. [52] ziskali velmi pfesny identifikacni protokol zaloZeny na
kombinaci blizké infraervené spektroskopie a algoritmu caste¢nych nejmensich ¢tverct, ktery
umoziiuje odhaleni falSovani minimalné 10 % hmotnosti suSeného materidlu. Spektra byla
ziskana v rozmezi 4 000—10 000 cm.

Spektralni i prostorové informace z rostlinného materidlu mohou byt ziskdny 1 pomoci
hyperspektralniho zobrazeni (HSI). HSI snimky autentickych kofeni i nadzemnich ¢asti
echinacey byly ziskdny Sandasi a spol. [53], ktefi pracovali v rozsahu 920-2514 nm. Jejich
vysledky ze snimk® neobsahuji informace tykajici se obsahu derivati kyseliny kdvové nebo
jinych fytolatek, ale jasné rozliSuji mezi podzemnimi a nadzemnimi ¢astmi E. purpurea, E.
angustifolia a E. pallida. Tyto vysledky byly srovnatelné s vysledky ziskanymi pomoci ultra
vysoce ucinné kapalinové chromatografie.
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2.8 Vyroba doplikii stravy z echinacey

2.8.1 Dopliky stravy z echinacey a jejich formy

Dopliiky stravy obecné jsou potraviny, které se od béznych potravin odlisuji vysokym obsahem
vitamind, mineralnich latek nebo jinych latek s nutricnim nebo fyziologickym G¢inkem, a které
byly vyrobeny za ucelem doplnéni bézné stravy spotiebitele. Tyto produkty nejsou urceny
k 1€cbé nebo prevenci onemocnéni. Rozdil mezi doplitkkem stravy a 1é¢ivym piipravkem je
uveden na obalu vyrobku. Doplné€k stravy musi byt oznacen ,,doplitkkem stravy*, kdezto 1é¢ivy
ptipravek je oznacen tzv. registracnim cislem. Na rozdil od dopliikd stravy prochazeji 1é¢ivé
pripravky pted svym uvedenim na trh registraCnim fizenim, v jehoZ rdmci je hodnocena jakost,
bezpecnost a ucinnost ptipravku ve vymezenych 1é¢ebnych ¢i preventivnich indikacich. Tento
proces je v kompetenci Statniho tstavu pro kontrolu 1é&iv (SUKL) [54].

Vyhlaska ¢. 58/2018 Sb. [55] o dopliicich stravy a slozeni potravin specifikuje pozadavky
na sloZeni dopliikii stravy, jejich oznacovani a zptisob pouziti. V ptiloze €. 1 této vyhlasky, jsou
uvedeny podminky pouziti nékterych rostlin, mezi kterymi se nachazi i tfapatkovka. Nejvyssi
pripustné mnozstvi v denni davce je stanoveno na 500 mg a tato hmotnost je vztazena na suSeny
koten a nat’.

Dale existuje tzv. on hold seznam, ktery obsahuje zdravotni tvrzeni, kterd mohou byt
uvedena na obalech doplikl stravy. Tento dokument je ale pouze docasny, jelikoz EFSA
(Evropsky utad pro bezpec¢nost potravin) dosud nevydal odborné stanovisko k latkdm a jejich
vztahu ke zdravi, které¢ tento seznam obsahuje. Doporucuje se tedy pti pouziti tvrzeni z tohoto
seznamu sledovat vyvoj legislativnich ptedpisti. Tento seznam je dostupny na webovych
strankach Statniho zdravotniho ustavu [56]. Pro tfapatku uzkolistou jsou v tomto seznamu
uvedena tato zdravotni tvrzeni:

Normalni funkce mocovych cest,

Imunitni systém — antioxidant,

Normalni funkce dychaciho systému a
Pfirozené obranyschopnost — imunitni systém.

Na ceském trhu si momentalné mizeme vybrat z celé fady doplikl stravy obsahujici
echinaceu. Prvni z moznosti jsou tzv. bylinné kapky, které ve vétSin¢ pripadii obsahuji extrakt
pouze z echinacey, ale objevuji se 1 v kombinaci s dal$i zdravi prospéSnou rostlinou, nejcastéji
se zazvorem. DalSi variantou jsou sirupy, které jsou vhodné i pro déti a t€hotné Zeny. V tomto
piipad¢ se nejcastéji jedna o smesi extraktl z rtiznych bylin, piipadné stav z nékterych plodu.
Poslednim typem jsou kapsle a tablety. U téchto vyrobkii se také vétSinou jednd o smési
s dalSimi aktivnimi sloZkami, jako jsou napiiklad vitamin C, vytazky z rakytniku, Sipku nebo
zinek.
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2.8.2 Technologie vyroby echinaceovych kapek

potravinaisky lih 96 %

FILTRACE/LISOVANI

Obrazek 14 Schema vyroby bylinnych kapek z echinacey

Vyroba bylinnych kapek zacinid u sklizné rostlinného materidlu a jeho zpracovani. Jak je
uvedeno v kapitole 2.3, nadzemni ¢asti echinacey se sklizi v plném kvétu, poté se nat’ susi ve
vzdugnych, resp. tepelnych susarnach pii teploté maximélné do 45 °C. Cerstva droga obsahuje
piiblizné 23 % suSiny. Vytézek pfi sklizni kotent je dan stafim a vyvojem rostliny. Kofeny se
nejprve musi ocistit a rozdélit na kousky 5-10 cm dlouhé a poté se susi pii maximalni teploté
50 °C [5].

rozpoustédlo vyuzivd 96% potravinaisky jemny rafinovany lih, ktery se fedi vodou na
pozadovanou koncentraci. Nejcastéji se pouziva 40 az 60 %. Nejjednodussi je macerace bylin
v tancich do jedné davky kapaliny pfi normélni teploté. Echinacea se nejcastéji maceruje po
dobu az 3 tydnl. Po ukonceni macerace se musi oddélit pevna slozka od kapalné pomoci
lisovani, aby nedochazelo k velkym ztratdm lihu. Vysledny roztok se poté jesté filtruje, aby
byly odstranény i drobné zbytky bylin.

Precistény extrakt se staci do tmavych lahvicek o riiznych objemech (od 30 ml do 200 ml) a
s riiznymi uzavery (nejcastéji s kapatkem). Pokud se jedna o lahvicky o objemu 0,06 litru a vice
a pokud zaroven je obsah ethanolu ve vyrobku nejméné 15 %, musi byt tyto vyrobky oznaceny
kontrolni paskou (,.kolkem*). Tato povinnost vyplyva ze zdkona ¢. 307/2013 Sb. o povinném
znacenti lihu.

Znaceni vyrobku musi také obsahovat v ndzvu ,,dopln€k stravy* a nazev charakterizujicich
latek. Dale musi byt uveden Ciselny idaj o mnozstvi téchto latek, doporuc¢ené denni ddvkovani
a varovani pfed ptrekrocenim doporucené¢ho denniho davkovéani. Doporucené davkovani se
rizni podle vyrobce, nejcastéji se uvadi davkovani pro dospélé 10-20 kapek az 3krat denné.
Nakonec musi byt uvedena fada upozornéni, a sice ze dopliiky stravy nejsou nahradou pestré
stravy, aby byly vyrobky ulozeny mimo dosah déti a o nevhodnosti vyrobku pro déti, téhotné a
kojici Zeny.

Hotové vyrobky se skladuji pfi teploté mezi 5 a 25 °C a jejich minimalni trvanlivost je
48 mésici.
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pouzité chemikalie

e Destilovana voda, FCH VUT, Cesk4 republika

e Ethanol 96%, Penta, Ceska republika

e Sorban draselny, ACE Trade spol. s.r.0., Ceska republika
e Kyselina gallova, Penta, Ceska republika

e Folin-Ciocaltauovo ¢inidlo, Sigma-Aldrich, USA

e Uhli¢itan sodny bezvody, Lachema, Ceska republika

e ABTS, Sigma-Aldrich, USA

e Peroxosiran draselny, Penta, Ceska republika

e Ethanol pro UV-VIS, Sigma-Aldrich, USA

e Trolox, Sigma-Aldrich, USA

e Hélium, &istota 4.8, v tlakové lahvi s redukénim ventilem, SIAD, Ceska republika

3.2 PouZité pristroje a vybaveni

e Bé&zné laboratorni vybaveni

e Analytické vahy AND (citlivost 0,1 mg), A&D Instruments, Company LTD, Japonsko

o UV-VIS spektrofotometr Helios y, ThermoSpectronic, Velka Britanie

e Vodni lazen Julabo TW 2, Némecko

e Vialky o objemu 10 ml s magnetickym uzavérem

e SPME vldkno DVB/CAR/PDMS 50/30 um, Supelco, Bellefonte, Pennsylvania, USA

e Plynovy chromatograf Trace™ 1310 se split/splitless injektorem, Thermo Fisher Scientific
Inc., Waltham, MA, USA

e Hmotnostni detektor ISQ™ LT Single Quadrupole, Thermo Fisher Scientific Inc.,
Waltham, MA, USA

e Knihovna spekter NIST/EPA/NIH, Verze 2.0, Gaithersburg, Maryland, USA

3.3 Material

K vyrobé extraktl byly pouzity suSené ¢asti tftapatkovky nachové (Echinacea purpurea), a sice
suSeny koten a kvét, viz Obrazek 15. Dodavatelem téchto surovin je Helena VIickova, Veverska
Bityska, Ceska republika.
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Obrazek 15 Suseny koren (vlevo) a kvét (vpravo) E. purpurea

3.3.1 Komer¢ni vzorky
Pro porovnani realnych vzorkl byly pouzity dva komer¢ni vzorky, a sice:

Echinaceové bylinné kapky (Obrazek 16), vyrobce AROMATICA CZ, s.r.o., Slapanice.
Jedna se o lihovy extrakt z echinaceovych kvéti, ktery obsahuje minimalné 40 % ob;.
ethanolu. Uvedené dadvkovani pro dospé€lé a déti od 10 let: 3x denn¢ 20 kapek (60 kapek =
3 ml). Utinky deklarované vyrobcem: Trapatka nachova podporuje piirozenou
obranyschopnost organismu, slouzi jako podpirna terapie pii nachlazeni, podporuje
normalni funkci hornich cest dychacich. Dale ma ptiznivy vliv na normélni funkci jater —

celkové procisténi organismu.
aromatica

Obrdzek 16 Echinaceové bylinné kapky Aromatica [57]
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e Echinacea se zazvorem (Obréazek 17), vyrobce AROMATICA CZ, s.r.o., Slapanice. Jedna
se o sm¢s lihovych extrakti z echinaceovych kvéth a ze zazvoru Iékaiského, ktery obsahuje
minimaln€ 40 % obj. ethanolu. Uvedené davkovani pro dospé€lé a déti od 10 let: 3x denné
20 kapek (60 kapek ~ 3 ml). Uginky deklarované vyrobcem: Tiapatka nachovéa podporuje
prirozenou obranyschopnost organismu, slouzi jako podplrna terapie pii nachlazeni,
podporuje normdlni funkci hornich cest dychacich. Déle mé ptiznivy vliv na normalni
funkci jater — celkové procisténi organismu. Zazvor lékatsky predchazi vzniku chronickych
onemocnéni dychacich cest a podporuje obranyschopnost organismu. Poméaha rozpoustét
hleny a prohfiva organismus. Déle ma vliv na normalni ¢innost kardiovaskularniho systému
a metabolismus sacharidu.

R e

-
aromatica

ECHINACEA
SE ZAZVOREM

ECHINACES
SE 24 2v0REM

Obrazek 17 Echinacea se zazvorem Aromatica [58]

3.4 Metody a postup prace

Cilem této diplomové prace je priprava alkoholovych extraktl ze suSenych kvéti a kofent
E. purpurea ve vhodném extrakénim systému (rozpoustédlo, ¢as, navazka, teplota) a stanoveni
obsahu u¢innych latek.

Jako prvni byla provedena optimalizace rozpoustédla a ¢asu. Pro kazdou rostlinnou ¢ast byla
stanovena konkrétni nejlep$i koncentrace ethanolu a ta byla pouzita v dalSich krocich
optimalizace. Nasledn¢ byla stanovena optimalni navazka suSeného materidlu. Poslednim
testovanym parametrem byla teplota extrakce. Tyto parametry byly sledovany pomoci
stanoveni obsahu celkovych fenolickych latek spektrofotometrickou metodou pomoci Folin-
Ciocalteuova ¢inidla.

Po stanoveni nejvhodnéjSiho extrakéniho systému byly piipraveny 3 nejlepsi extrakty,
u kterych se zjistoval obsah celkovych fenolickych latek, nasledné¢ byla stanovena antioxidacni
aktivita, a nakonec byla provedena analyza tékavych latek pomoci HS-SPME-GC-MS. Pro
porovnani ptipravenych extraktli byly testovany i dva komercni vzorky.

3.4.1 Optimalizace rozpoustédla a doby extrakce

Pro stanoveni vhodného rozpoustédla byly pfipraveny zasobni roztoky 20%, 40%, 60% a 80%
ethanolu zifedénim 96% ethanolu. Do kadinek bylo postupné navazeno 5 g rostlinného
materidlu. Do takto pfipravenych kadinek bylo poté piiddno 100 ml rozpoustédla, jak je
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uvedeno v Tabulce 3. SuSend droga se extrahovala za laboratorni teploty az po dobu 24 hodin.
Zaroven byla ptipravena také druha sada kadinek pro extrakci po dobu az 53 dni. Z prvni sady
kadinek bylo vzdy odebrano 1 ml vzorku postupné v ¢ase 5 a 30 minut a dale po 1, 1,5, 2, 2,5,
4, 6, a 24 hodinéch. Z druh¢é sady kadinek bylo také odebrano vzdy 1 ml vzorku, ale vzorky
byly odebrany po 1 tydnu a po 53 dnech. V takto odebranych vzorcich byla stanovena celkova
koncentrace fenolickych latek spektrofotometrickou metodou pomoci Folin-Ciocalteuova
¢inidla.

Tabulka 3 Prehled podminek extrakce pro stanoveni optimalniho rozpoustédla

navazka pomér rostlinného
rostlinného druh a objem rozpoustédla materialu ku
materialu rozpoustédlu
100 ml vody + 1% sorban draselny
100 ml 20% ethanolu
100 ml 40% ethanolu
> 8 100 ml 60% ethanolu 120
100 ml 80% ethanolu
100 ml 96% ethanolu

3.4.2 Optimalizace navazky

Ztedénim 96% ethanolu byly pfipraveny zdsobni roztoky ethanolu o koncentracich 20 % a
40 %. 20% roztok ethanolu byl pouzit pro extrakci z kofent echinacey a 40% ethanol pro
extrakcei z kvétl. Pro stanoveni optimalni navazky bylo do ¢tyt kadinek postupné navazeno 5,
10, 15 a 20 g suSené drogy. V Tabulce 4 jsou uvedeny jednotlivé poméry rostlinného materialu
ku rozpoustédlu. Do takto ptipravenych kadinek bylo postupné ptidano 200 ml rozpoustédla a
extrakce probihala pfi laboratorni teploté po dobu 30 minut. Po ukonceni extrakce byl rostlinny
materidl odseparovan od roztoku pomoci hrubého sitka. Poté byla stanovena celkova
koncentrace fenolickych latek spektrofotometrickou metodou pomoci Folin-Ciocalteuova
¢inidla.

Tabulka 4 Prehled navaizek a jednotlivych pouZitych pomérii pri stanoveni optimalni navazky

navazka rostlinného . e pomér rostlinného
., druh a objem rozpoustédla ., e
materialu materidlu ku rozpoustédlu
5¢g 1:40
10g 200 ml 40% nebo 1:20
15¢g 20% ethanolu 1:13
20g 1:10
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3.4.3 Optimalizace teploty

Ziedénim 96% ethanolu byly pfipraveny zdsobni roztoky ethanolu o koncentracich 20 % a
40 %. 20% roztok ethanolu byl pouzit pro extrakci z kofend echinacey a 40% ethanol pro
extrakci z kvétl. Pro stanoveni optimalni teploty bylo do péti kadinek postupné navazeno 10 g
rostlinného materialu a poté bylo ptidano 100 ml rozpoustédla. Ctyfi kadinky byly umistény do
temperovaciho zafizeni a extrakce probihala pii 30 °C, 40 °C, 50 °C a 60 °C. V posledni kadince
probihala extrakce za laboratorni teploty. VSech pét extrakci trvalo 30 minut. Po ukonceni
extrakce byl rostlinny materidl odseparovan od roztoku pomoci hrubého sitka. Poté byla
stanovena celkova koncentrace fenolickych latek spektrofotometrickou metodou pomoci Folin-
Ciocalteuova ¢inidla.

3.4.4 Stanoveni celkovych fenolickych latek pomoci Folin-Ciocalteuova ¢inidla
Princip: Redukce ¢inidla obsahujiciho fosfomolybdenan a fosfowolframan vedouci ke zméné
zabarveni, které se méti spektrofotometricky.

Priprava chemikalii: Folin-Ciocalteuovo c¢inidlo bylo 10krat zfedéno tak, ze do 100 ml
odmérné banky bylo napipetovano 10 ml ¢inidla a doplnéno po rysku destilovanou vodou.

Roztok uhli¢itanu sodného byl piipraven navazenim 7,5 g NaxCO3, pifevedenim do 100 ml
odmérné banky a doplnénim destilovanou vodou po rysku.

Priprava kalibracni krivky: Ze zékladniho standardu kyseliny gallové o koncentraci 1 g/l bylo
postupnym fedénim piipraveno Sest roztokli o koncentracich 10, 20, 50, 100, 250 a 500 mg/1.
Pro méfeni kalibrace bylo do zkumavek pipetovano 1 ml Folin-Ciocalteuova ¢inidla, 1 ml
destilované vody a 0,1 ml jednotlivych standarda a obsah zkumavek byl dikladné promichan.
Po 5 minutach byly roztoky zalkalizovany pfiddnim 1 ml roztoku uhli¢itanu sodného a
promichany. Po 30 minutdch byla zméfena absorbance pti vinové délce 750 nm.

Vlastni meéreni: Do zkumavek bylo pipetovano 1 ml Folin-Ciocalteuova ¢inidla, 1 ml vody a
0,1 ml roztoku vzorku a obsah zkumavek byl diikladné promichan. Po 5 minutach byly roztoky
zalkalizovany pfiddnim 1 ml roztoku uhli¢itanu sodného a promichény. Slepy vzorek byl
pfipraven podobnym zptisobem, jen misto vzorku bylo ptidano 0,1 ml 20%, 40%, 60%, 80%,
96% ethanolu nebo destilované vody v zavislosti na rozpoustédle stanovovaného extraktu. Po
30 minutach byla zméiena absorbance pti vinové délce 750 nm.

Vypocet:
Nejprve byla sestrojena kalibra¢ni zavislost absorbance na koncentraci kyseliny gallové, ktera
je uvedena v Grafu 1.
Pomoci funkce LINREGRESE v MS EXCEL byly zjistény koeficienty regresni piimky a
jeji rovnice je:
y = 3,0536x + 0,0172
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Vypocet obsahu celkovych fenolickych latek (mg/ml):
_A-0,0172

¢~ 730536

y=3,0536x +0,0172
1,6 R2=0,9919 ®

0,6

c(gh

Graf 1 Kalibracni kifivka kyseliny gallové

3.4.5 Stanoveni antioxida¢ni aktivity

Princip: Metoda spoc¢iva v hodnoceni schopnosti vzorku zhaset kation-radikal ABTS™. Je také
oznacovana jako metoda TEAC (Trolox Equivalanet Antioxidant Capacity), ponévadz
vysledna antiradikalova aktivita vzorku je srovnavéna s antiradikalovou aktivitou syntetické
standardni latky — derivatu vitaminu E s nazvem Trolox (kyselina 6-hydroxy-2,5,7,8-
tetramethylchroman-2-karboxylova). Zhaseni radikalu ABTS™" antioxidanty, které se chovaji
jako donory vodiku, se sleduje spektrofotometricky na zakladé zmén absorpéniho spektra
ABTS™.

Priprava chemikalii: ABTS bylo rozpusténo v destilované vodé na koncentraci 7 mmol/dm?.
Radikalovy kationt z ABTS byl ziskan reakci s 2,45 mmol peroxodisiranem draselnym. Roztok
byl poté ponechan stat ve tmé pii pokojové teploté nejméné po dobu 12 hodin.

Vlastni méreni: Pied pouzitim byl zasobni roztok ABTS"" zfedén ethanolem pro UV/VIS na
absorbanci 0,70 + 0,02 pii 734 nm (méteno proti ethanolu pro UV/VIS). Dale byl pouzivan
jenom takto nafedény roztok ABTS™". Do kyvety bylo napipetovano 1 ml zfedéného roztoku
ABTS™ a 10 ul rozpoustédla (20% nebo 40% ethanol), poté byla ihned zméFena absorbance
v &ase 0 (49). Do dalsi kyvety bylo napipetovano 1 ml ABTS™ a k nému bylo poté piidano 10 pl
extraktu vzorku. Vzorek byl promichan a byl uchovan ve tm¢. Pokles absorbance byl prométen
v 10. minuté (4 ).
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Vypocet: Pro vypocet celkové antioxidacni aktivity se pouzije kalibracni kiivka Troloxu
v rozmezi koncentraci 50—400 pg/ml. Kalibra¢ni zavislost je uvedena v Grafu 2.
Pomoci funkce LINREGRESE v MS EXCEL byly zjistény koeficienty regresni piimky a
jeji rovnice je:
y =0,0014x — 0,0029

Vypocet vysledné absorbance:
A=Ay — A
Kde:
Ao je absorbance v ¢ase 0 min
Ao je absorbance v ¢ase 10 min

Vypocet celkové antioxidaéni aktivity (ug T/ml):

A+ 0,0029
0,0014
0,6
®
0,5
y =0,0014x - 0,0029
0.4 R2=0,9982
=03
<
0,2
0,1
0
0 50 100 150 200 250 300 350 400 450

¢ (ng/ml)

Graf 2 Kalibracni kifivka Troloxu

3.4.6 Stanoveni aromatickych latek pomoci HS-SPME-GC-MS

Pro stanoveni aromatickych latek ptitomnych jak v suSenych ¢astech rostliny, tak i v ziskanych
extraktech za idealnich podminek extrakce, ale i v komer¢nich vzorcich, byla pouzita metoda
headspace mikroextrakce tuhou fazi ve spojeni s plynovou chromatografii s hmotnostni detekci
(HS-SPME-GC-MS). Nastavené podminky byly zcela ptevzaty z diplomové prace s ndzvem
Ov¢éreni metody stanoveni alergennich vonnych latek v necokoladovych cukrovinkach [59].

33



3.4.6.1 Priprava vzorki

Na analytickych vahach bylo do vialky navdzeno ptiblizn€ 0,5 g suchého materialu nebo 3 ml
extraktu a vialka byla uzaviena kovovym uzavérem se vzduchotésnym kaucuk-teflonovym
septem. Takto pfipravené vialky byly nasledné¢ vloZzené do plynového chromatografu a byla
spusténa analyza.

3.4.6.2 Podminky SPME extrakce

e Doba inkubace 10 minut

e Doba extrakce 20 minut

e Teplota extrakce a inkubace 40 °C

e Agitator zapnuty 5 sekund, vypnuty 60 sekund
e Mnozstvi vzorku 0,5 g nebo 3 ml

e Hloubka ponofteni vldkna do vialky 20 mm

3.4.6.3 Podminky GC-MS analyzy

e Kapilarni kolona TG-WaxMS (30 m x 0,25 mm x 0,5 um)

e Teplota injektoru (desorpce) 240 °C

e Doba desorpce 20 minut

e Davkovani splitless, ventil uzavieny 10 minut

e Hloubka ponofteni vldkna do injektoru 40 mm

e Nosny plyn hélium, pritok 1 ml/min

e Teplotni program 40 °C s vydrzi 1 min., vzestupny gradient 5 °C/min. do 220 °C s vydrzi
22 min., celkova doba analyzy 60 min.

e Hmotnostni detektor v modu EI, energie ionizacnich elektronti 70 eV, teplota iontového
zdroje 200 °C, skenovaci rozsah m/z 30-370 amu, rychlost skenovani 0,2 s

3.4.6.4 Identifikace a kvantifikace prchavych latek ve vzorcich
Identifikace byla provedenda na zakladé porovnani hmotnostnich spekter s dostupnou
knihovnou spekter pomoci programu Xcalibur 2.2. Obsah identifikovanych sloucenin je
vyjadifeny semikvantitativné za pouziti ploch ptisluSnych pika na chromatogramu a jednotlivé
slouceniny byly rozdéleny do skupin podle funkéni skupiny latky.

3.5 Statistické zpracovani vysledku

Pro kazdé stanoveni byla provedena 3 meéfeni a vysledek je vzdy uveden jako primérna
hodnota téchto 3 méfeni. V programu MS EXCEL byla vypocitdna smérodatnd odchylka
pomoci funkce SMODCH.VYBER.S. Tato hodnota spolu s primé&mou hodnotou je uvedena
ve vysledcich. Hodnota nejistoty méfeni byla také pro ndzornost vynesena do sloupcovych
diagrami v podobé chybovych usecek.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Optimalizace rozpoustédla a doby extrakce
Pro vybér optimalniho rozpoustédla bylo testovano celkem Sest riznych rozpoustédel, a sice
smés ethanolu a vody o koncentracich 20 %, 40 %, 60 %, 80 % a 96 % a také pouze voda, ktera
byla konzervovana 1% sorbanem draselnym. Zarovei byla testovana doba extrakce od 5 minut
do 53 dni. Takto velky ¢asovy interval byl testovan z diivodu moznosti zkraceni vyroby, ktera
v prumyslu trva pfiblizné 3 tydny.

Vysledky pro extrakty ze suSenych kvéti tfapatky jsou uvedeny v Tabulce 5 a Grafu 3. Pro
ilustraci je zde také uveden Obrazek 18, ktery zobrazuje vysledné roztoky po 24 hodinach.

Obrazek 18 Extrakty ze suSeného kvétu E. purpurea po 24 hodindch macerace, zleva nariistd
koncentrace ethanolu (0, 20, 40, 60, 80 a 96 %)

Tabulka 5 Celkova koncentrace fenolickych latek (mg/ml) jednotlivych odbéri extraktu z kvétu E.
purpurea v riznych rozpoustédlech

doba voda 20% ethanol 40% ethanol
extrakce

5 minut 0,311 £0,012 0,312 £ 0,020 0,304 + 0,032
30 minut 0,394 + 0,010 0,332 + 0,006 0,373 £ 0,019
1 hodina 0,414 £ 0,036 0,409 +£ 0,016 0,453 + 0,005
1,5 hodiny 0,477 £ 0,007 0,454 + 0,037 0,471 £ 0,040
2 hodiny 0,556 £ 0,016 0,513 +£0,010 0,510 £ 0,016
2,5 hodiny 0,581 +£0,011 0,543 + 0,004 0,540+ 0,013
4 hodiny 0,435 + 0,008 0,486 + 0,014 0,633 + 0,009
6 hodin 0,459 + 0,004 0,762 + 0,003 0,766 £ 0,014
24 hodin 0,662 £ 0,011 0,626 + 0,039 0,695 + 0,026
7 dni 0,404 + 0,024 0,302 + 0,018 0,386 + 0,017
53 dni 0,251 +£0,017 0,207 £0,019 0,294 + 0,012




Tabulka 5 pokracovani, Celkova koncentrace fenolickych latek (mg/ml) jednotlivych odbéri extraktu
g kvétu E. purpurea v riznych rozpoustédlech

doba 60% ethanol 80% ethanol 96% ethanol
extrakce

5 minut 0,144 £ 0,010 0,030 + 0,002 0
30 minut 0,301 +£0,019 0,118+ 0,010 0
1 hodina 0,266 + 0,026 0,095 +£0,016 0,007 + 0,001
1,5 hodiny 0,242 +£0,012 0,114 £ 0,007 0,009 + 0,001
2 hodiny 0,405 £ 0,024 0,147 £0,016 0,016 + 0,002
2,5 hodiny 0,378 +£ 0,007 0,153 +£0,011 0,023 £ 0,011
4 hodiny 0,458 +0,013 0,179+ 0,018 0,019 + 0,008
6 hodin 0,615 +£0,034 0,189 + 0,004 0,025 £ 0,004
24 hodin 0,469 £ 0,016 0,275 +£ 0,031 0,027 + 0,009
7 dni 0,510 £0,015 0,307 £ 0,024 0,084 + 0,011
53 dni 0,689 + 0,036 0,639 +£0,017 0,266 + 0,017
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Graf'3 Celkova koncentrace fenolickych latek v zavislosti na case a rozpoustédle v extraktech 7 kvéti
E. purpurea

96% ethanol neni vhodné rozpoustédlo jak z ekonomického, tak 1 z asového hlediska. I po
tydnu macerace (168 hodin) celkova koncentrace polyfenolli v tomto rozpoustédle dosahuje
pod turoven 0,10 mg/ml. V porovnani s nejvyssi namétenou hodnotou (0,766 = 0,014 mg/ml) je
rozdil vice nez 9nasobny. NejvysSi hodnota pro toto rozpousStédlo byla naméfena pii
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1 272 hodinéch (53 dnt1), a sice 0,266 + 0,017 mg/ml, ale i tato hodnota je témét 3krat mensi
nez nejvyssi naméiena hodnota.

Podobné je na tom i ethanol o koncentraci 80 %. Postupné se koncentrace polyfenoli zvysuje
az po hodnotu 0,639 + 0,017 mg/ml pii 1 272hodinové extrakcei, ale i tato macerace neni ¢asoveé
ani ekonomicky vyhodna.

Nejvyssi koncentrace polyfenolt pro ethanol o koncentraci 60 % byla namétena v Case 1 272
hodin, coz opét neni pfili§ vhodné. Rozdil mezi touto hodnotou a nejvyssi namétenou hodnotou
je 0,077 mg/ml.

Nejvyssi naméfend hodnota, ktera odpovida koncentraci 0,766 + 0,014 mg celkovych fenola
na 1 ml extraktu byla naméfena pro 40% ethanol v ¢ase 6 hodin. I v ¢ase 24 hodin koncentrace
polyfenoll je nejvyssi praveé pro 40% ethanol. Proto toto rozpoustédlo bylo vyhodnoceno jako
nejvhodnéjsi extrahovadlo pro echinaceové kvéty.

20% ethanol také dosahuje nejvyssi hodnoty po 6 hodinach extrakce, rozdil v koncentracich
polyfenolll v tomto Case mezi 20% a 40% ethanolem je pouze 0,004 mg/ml, ale v Case 24 hodin
je rozdil vétsi, a sice 0,069 mg/ml. Také je vétsi rozdil v koncentracich po 6 a 24 hodinach, a
proto toto rozpoustédlo nebylo vybrano jako to nejvhodnéjsi.

Voda se zpoc¢atku mitize jevit jako vyhodna jak z ekonomického, tak 1 ¢asového hlediska,
avsak po 2,5 hodinich doslo nejprve k poklesu, poté vzriistu, a nakonec zase k poklesu
vyextrahovanych latek. Voda neni vhodna jako rozpoustédlo, protoze je mikrobiologicky
rizikova, a proto musel byt pfidan konzervant, a sice 1% sorban draselny. Podle nafizeni
Komise (EU) 2018/98 ze dne 22. ledna 2018, v kategorii 17.2 (Dopliikky stravy dodévané
v tekuté podob€) mohou byt kyselina sorbovd a sorbany pouzity v maximalni koncentraci
2 000 mg/1, resp. mg/kg [60].

Pti optimalizaci doby extrakce bylo zjiSténo, Ze nejvyssi koncentrace fenolickych latek byla
naméfena v ¢ase 6 hodin, jak pro optimalni rozpoustédlo (40% ethanol), tak i pro 20% ethanol.
S prodluzujici se dobou extrakce pro tato dveé rozpoustédla dochazi k poklesu fenolickych latek.
K nartstu dochazi pouze u 80% a 96% ethanolu, ale jak uz bylo uvedeno vyse, tato dvé
rozpoustédla nejsou vhodné z ekonomického hlediska.

Obrazek 19 Extrakty ze suSeného korvene E. purpurea po 24 hodindch macerace, zleva nariistd
koncentrace ethanolu (0, 20, 40, 60, 80 a 96 %)
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Vysledky pro extrakty ze suSeného kotene tfapatky jsou uvedeny v Tabulce 6 a Grafu 4. Pro
ilustraci je zde také uveden Obrazek 19, ktery zobrazuje vysledné roztoky po 24 hodinach

extrakce.

Tabulka 6 Celkova koncentrace fenolickych latek (mg/ml) v jednotlivych odbérech extraktu z koiene E.

purpurea v riiznych rozpoustédlech

doba voda 20% ethanol 40% ethanol
extrakce
5 minut 0,106 £ 0,014 0,060 £ 0,010 0,044 + 0,007
30 minut 0,140 £ 0,021 0,144 £0,014 0,101 £0,013
1 hodina 0,187 + 0,020 0,178 + 0,021 0,115+0,016
1,5 hodin 0,227 + 0,034 0,212+0,014 0,129 £ 0,027
2 hodiny 0,223 £0,018 0,201 £ 0,019 0,125+0,018
2,5 hodin 0,304 + 0,024 0,381 + 0,008 0,322 £0,016
4 hodiny 0,481 + 0,037 0,528 + 0,026 0,397 + 0,029
6 hodin 0,585+ 0,017 0,664 + 0,015 0,653 + 0,032
24 hodin 0,684 + 0,028 0,828 £ 0,014 0,630 £ 0,026
7 dni 0,528 £ 0,030 0,530 + 0,024 0,430 £ 0,024
53 dnu 0,423 + 0,026 0,363 + 0,017 0,443 £ 0,005
doba 60% ethanol 80% ethanol 96% ethanol
extrakce
5 minut 0,021 + 0,004 0 0
30 minut 0,033 £0,014 0 0
1 hodina 0,051 £0,012 0,007 £ 0,001 0
1,5 hodin 0,049 + 0,013 0,007 + 0,002 0,006 + 0,001
2 hodiny 0,099 + 0,016 0,013 + 0,002 0,016 £ 0,004
2,5 hodin 0,280 £ 0,017 0,084 £0,011 0,017 £0,003
4 hodiny 0,351 £0,028 0,108 £ 0,024 0,017 £ 0,008
6 hodin 0,424 + 0,009 0,179+ 0,018 0,017 £ 0,004
24 hodin 0,406 + 0,014 0,150+ 0,015 0,043 £0,011
7 dni 0,297 £0,010 0,163 £0,021 0,096 £ 0,015
53 dnu 0,484 £0,012 0,399 + 0,036 0,127 £ 0,024
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Graf 4 Celkova koncentrace fenolickych latek v zavislosti na case extrakce a rozpoustédle v extraktech
z kofenii E. purpurea

Pro extrakty z echinaceovych kotfenl plati obdobné trendy jak pro 96%, tak i pro 80%
ethanol jako u extraktli z echinaceovych kvéti. S delSi dobou macerace dochdzi k nartstu
celkovych vyextrahovanych polyfenoltl, ale hodnoty v poslednim odbéru jsou 2krat (pro 80%
ethanol) aZ 6krat (pro 96% ethanol) nizsi neZ nejvyssi namétend hodnota (0,828 mg/ml), a proto
tato dvé rozpoustédla nebyla zvolena jako vhodna.

Nejvyssi hodnota v ¢ase 53 dni byla naméfena i pro ethanol o koncentraci 60 %. Tato
hodnota je ale 0 0,344 mg/ml niz8i nez nejvyssi nameiend hodnota. Opét se tedy jedna o Casove

Extrakty 40% ethanolu dosahuji svého maxima po 6 hodindch macerace, stejné jako tomu
bylo u extraktl z kvéti. V tomto ptipad¢ se ale nejedna o nejvyssi namétenou hodnotu, a proto
ani toto rozpoustédlo nebylo stanoveno jako to nejvhodné;jsi.

U 20% ethanolu bylo zméteno, ze se jedna o nejvynosnéjsi rozpoustédlo hned u Sesti riznych
Casti. Nejprve v ¢ase 30 minut a poté v odbérech od 2,5 az do 168 hodin. Z tohoto divodu bylo
toto rozpoustédlo stanoveno jako nejvhodnéjsi extrahovadlo pro kofeny tfapatky.

U vody jako rozpoustédla se projevuje stejny trend jako v extraktech z kvéth. Od zacatku
macerace dochazi k narstu vyextrahovanych latek, ale po 24 hodinach dochazi k poklesu. 1
v tomto piipadé musel byt pouZzit konzervant proti narustu mikroorganismi.

Pfi optimalizaci doby extrakce bylo zjisténo, Ze nejvyssi koncentrace polyfenold byla
naméfena v ¢ase 24 hodin, jak pro optimalni rozpoustédlo (20% ethanol), tak i pro vodu. Rozdil
mezi nejvyssimi hodnotami v Case 24 a 168 hodin je téméf 0,3 mg/ml. Proto macerace po dobu
24 hodin se jevi jako nejvyhodnéjsi.

Pti porovnani extraktli z kvétl a z kofene bylo zjiSténo, ze na za¢atku macerace byl vytézek
fenoll z kvéti az 3krat vétsi nez vytézek z kofend. S postupem Casu se rozdil snizuje az do ¢asu
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6 hodin, kdy v extraktech z kvétl dochédzi k naméfenému maximu. Toto maximum dosahuje
hodnoty 0,766 mg/ml. Nejvys§i naméfend hodnota z extraktii z kofene byla naméfena pii
nasledujicim odbéru v ¢ase 24 hodin. Toto maximum dosahuje hodnoty 0,828 mg/ml. Rozdil
mezi témito maximy je 0,062 mg/ml. Z tohoto vyplyva, Ze extrakty z kofenli mohou byt v praxi
vyuzivany ve stejném rozsahu jako ty z kvéta. Extrakty z kvéti sice zaberou méné Casu, ale je
potieba vice ethanolu. U extraktli z kofene je tomu naopak, macerace vyzaduji nizsi koncentraci
ethanolu, ale je zapotiebi vice Casu.

Wu a spol. [61] zkoumali riznd rozpoustédla (voda, methanol a ethanol) pro efektivni
extrakci derivatl kyseliny kavové a uvadi jako nejlepsi rozpoustédlo pro koteny E. purpurea
60% ethanol. Jejich experiment byl provadén za zvySené teploty 60 °C po dobu 2 hodin. Také
uvadi, ze pii1 koncentracich ethanolu nad 60 % muZe dochéazet ke koagulaci proteint, coZ by
zpusobilo vyssi difuzni odpor. Vysledky této studie jsou odlisné od vysledki ziskanych v této
praci. Rozdil mezi nimi mize byt pfipsan zcela odlisSnym teplotam extrakce.

Tsai a spol. [2] také zkoumali extrakce kvéti E. purpurea pro rizné koncentrace ethanolu
(25,50, 75 a 95 %). Nejvyssi obsah celkovych polyfenolii naméfili u extraktu s 50% ethanolem.
Pro extrakce pouzili mlety kvétovy prasek, ktery byl macerovan 30 minut na tiepacce. Také
uvadi, Ze vytéznost extrakce dosahuje 34,3 %. U této prace byly také pouzity zcela odlisné
podminky, at’ uz se jedna o rostlinny material nebo o vliv michani. I pfesto miizeme sledovat
podobny trend nartistu a nasledného poklesu vyextrahovanych latek v této diplomové praci.

4.2 Optimalizace navazky

Vhodny pomeér rostlinného materidlu ku rozpoustédlu byl provéten pro optimalni rozpoustédla
z predchozi analyzy, a sice 40% ethanol pro kvéty a 20% ethanol pro kofeny. Doba macerace
byla 30 minut. Celkem byly provéteny Ctyfi navazky, a sice v poméru 1:40, 1:20, 1:13 a 1:10.
Vysledky koncentraci celkovych fenolickych latek v jednotlivych extraktech z echinaceovych
kvéth jsou uvedeny v Tabulce 7 a v Grafu 5.

Tabulka 7 Celkova koncentrace fenolickych latek (mg/ml) v jednotlivpch pomérech extraktu z kvétii E.
purpurea

pomér rostlinného Koncentrace
navazka (g) materialu ku SD
e (mg/ml)
rozpoustédlu
5 1:40 0,281 0,006
10 1:20 0,374 0,027
15 1:13 0,432 0,029
20 1:10 0,702 0,010
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Graf 5 Celkova koncentrace fenolickych latek v zavislosti na poméru navazky a rozpoustédla pro
extrakty z kvétii E. purpurea

v

Z tohoto grafu vyplyva, Ze nejvynosnéjsi je extrakce v poméru 1:10. V tomto poméru byla
stanovena hodnota celkovych fenolickych latek na 0,702 + 0,010 mg/ml. Zaroven u tohoto
poméru se vyskytly problémy s ponofenim celé navazky suseného kvétu do rozpoustédla
z divodu velkého objemu. V laboratornim méfitku se jedna o drobnost, ale v praxi toto mize
predstavovat vétsi problém. I pies to byl tento pomér vyhodnocen jako nejvyhodnéjsi a byl
pouzit v dalSim experimentu.

Vysledky koncentraci celkovych fenolickych latek v jednotlivych extraktech z kotenil
echinacey jsou uvedeny v Tabulce 8 a v Grafu 6. U téchto extraktii byl také stanoven pomér
1:10 jako nejvhodnéjsi, hodnota celkovych fenolickych latek byla stanovena na 0,340 = 0,017
mg/ml. Vynosnost extraktil z kofene je ovSem pfiblizn€¢ dvakrat mensi nez z kvétii. Tento rozdil
byl pravdépodobné zplisoben kratkou dobou macerace (pouze 30 minut). Literarni udaje o vlivu
mnozstvi navazky rostlinného materidlu na extrakci bioaktivnich latek z echinacey nejsou
dostupné.

Tabulka 8 Celkova koncentrace fenolickych latek (mg/ml) v jednotlivych pomérech extraktu z kovene
E. purpurea

pomér rostlinného Koncentrace
materialu ku navazka (g) SD
vox (mg/ml)

rozpoustédlu
1:40 5 0,063 0,008
1:20 10 0,144 0,003
1:13 15 0,206 0,008
1:10 20 0,340 0,017
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4.3 Optimalizace teploty

Pti optimalizaci teploty extrakce byly pouzity idedlni podminky z pfedchozi analyzy, a sice
40% ethanol pro kvéty, 20% ethanol pro kofen a pomér navazky ku rozpoustédlu 1:10. Doba
macerace byla 30 minut. Celkem bylo provéteno pét teplot, a sice laboratorni teplota (=23 °C)
a dale zvySena teplota (30 °C, 40 °C, 50 °C a 60 °C). Vysledky koncentraci celkovych
fenolickych latek v jednotlivych extraktech z echinaceovych kvéth jsou uvedeny v Tabulce 9 a
v Grafu 7.

Tabulka 9 Celkova koncentrace fenolickych latek (mg/ml) v extraktech z kvétii E. purpurea pvi riizznych
teplotach

teplota (°C) koncentrace (mg/ml) SD
23 0,702 0,010
30 0,680 0,024
40 0,767 0,008
50 0,894 0,012
60 0,915 0,018
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Graf'7 Celkova koncentrace fenolickych latek v zavislosti na teplote pro extrakty 7 kvétii E. purpurea

Pti laboratorni teploté byl stanoven celkovy obsah fenolickych latek na 0,702 + 0,010 mg/ml.
Tato hodnota se statisticky vyznamné neli$i od hodnoty namétené pfi teploté 30 °C. S vyssi
teplotou dochazi k naristu vyextrahovanych latek. Pti teplotach 50 °C a 60 °C byly namé&ieny
op¢t statisticky se neliSici hodnoty. Z tohoto diivodu by jako optimalni teplota pro extrakty
z kvéti byla stanovena teplota 50 °C. Z ekonomického hlediska po piipocitani provoznich
nakladii temperovaciho zafizeni by vyssi vytézek fenolickych latek nepokryl naklady na
vyrobu, proto jako optimalni teplota byla vyhodnocena laboratorni teplota.

Vysledky koncentraci celkovych fenolickych latek v jednotlivych extraktech
z echinaceovych koteni jsou uvedeny v Tabulce 10 a v Grafu 8. V tomto ptipad¢ dochazelo ke
kolisani koncentrace fenoll. Nejvyssi hodnota byla naméfena pii teploté 60 °C, a sice
0,396 £ 0,011 mg/ml. Rozdil mezi touto hodnotou a hodnotou naméfenou pii laboratorni
teploté je pouze 0,056 mg/ml. Proto i v tomto ptipad¢ jako optimalni teplota pro extrakty
z kofeni tfapatky byla zvolena laboratorni teplota z ekonomickych divodu.

Tabulka 10 Celkova koncentrace fenolickych latek (mg/ml) v extraktech z kovene E. purpurea pri
riuznych teplotach

teplota (°C) koncentrace (mg/ml) SD
23 0,340 0,017
30 0,303 0,016
40 0,312 0,009
50 0,359 0,016
60 0,396 0,011
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Pti porovnani koncentraci obsahovych latek ziskanych z kvéti a z kotent bylo zjisténo, ze
extrakty z kvéti obsahuji vice nez 2krat vice fenolickych latek nez extrakty z kotenti. Tento
rozdil byl pravdépodobné opét zplisoben kratkou dobou macerace.

Wu a spol. [58] zkoumali také vliv teploty (40, 60 a 80 °C) na extrakci bioaktivnich latek
z E. purpurea. Po dvou hodinové extrakci v 60% ethanolu ziskali nejvyssi obsah celkovych
polyfenolu pii teplot¢ 60 °C. Rozdily mezi touto teplotou a dal§imi dvéma jsou ovSem
minimalni. I pfes to doporucuji teplotu 60 °C jako nejvyhodnéjsi. Stejného vysledku bylo
dosazeno i v naSem experimentu, ale jak uz je uvedeno vyse, provozni naklady na zvySeni
teploty pii vyrob¢ echinaceovych extrakti jsou piili§ vysoké, a proto jako optimalni teplota pro
extrakty z tfapatky byla zvolena laboratorni teplota.

4.4 Stanoveni celkovych fenolickych latek ve vybranych vzorcich
S ohledem na nejvétsi celkovou koncentraci fenolickych latek a na ekonomickou stranku
vyroby byly vyhodnoceny jako nejlepsi podminky extrakce pro kvéty E. purpurea:

e rozpoustédlo 40% ethanol,

e doba 6 hodin,

e pomer rostlinného materialu ku rozpoustédlu 1:10,
e laboratorni teplota.

Zaroven byl piipraven i druhy extrakt z kvétl, kde byly pouzity stejné podminky extrakce,
avsak jako rozpoustédlo byl pouzit 20% ethanol. Nejvétsi rozdil mezi pouzitymi podminkami
v tomto experimentu a podminkami pouzivanymi v prumyslové vyrob¢ je doba macerace. Jak
je uvedeno v kapitole 2.8.2, v primyslu se tfapatka maceruje az po dobu 3 tydnii. Toto zkraceni
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doby extrakce by mohlo byt velkym piinosem pro zrychleni vyroby echinaceovych kapek a
s tim spojeny ekonomicky zisk.

Stejnym zplsobem byly vyhodnoceny i optimalni podminky pro extrakt z kofenli E.
purpurea, a sice:

e rozpoustédlo 20% ethanol,

e doba 24 hodin,

e pomeér rostlinného materialu ku rozpoustédlu 1:10,
e laboratorni teplota.

Pro porovnani pfipravenych extraktli byly stanoveny koncentrace celkovych fenolickych
latek ve dvou komerc¢nich vzorcich, a sice Echinaceovych bylinnych kapkach, AROMATICA
CZ (viz kapitola 3.3.1, Obrazek 16) a tekutém piipravku Echinacea se zazvorem,
AROMATICA CZ (viz kapitola 3.3.1, Obrazek 17). Jedna se o lihové extrakty z echinaceovych
kvéti, které obsahuji minimalné 40 % obj. ethanolu. Vzorky nebyly nijak upravovany a rovnou
byla stanovena koncentrace celkovych fenolli pomoci Folin-Ciocalteuova ¢inidla. Vysledky
jsou uvedeny v Tabulce 11 a v Grafu 9.

Tabulka 11 Celkova koncentrace fenolickych latek (mg/ml) ve vybranych vzorcich

nazev vzorku koncentrace (mg/ml) SD
20% extrakt z kvétu 0,799 0,008
40% extrakt z kvétu 0,834 0,047
20% extrakt z kofene 0,804 0,035
Echinaceové bylinné kapky 0,864 0,015
Echinacea se zazvorem 0,839 0,026
0,90
0,85
0,80
el
)
2 0,75
(]
0,70
0,65
0,60
kvet 20% kvet 40% koten 20% Echinaceové bylinné Echinacea se
kapky zazvorem

Graf 9 Celkova koncentrace fenolickych latek ve vybranych extraktech
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Vsechny nami pfipravené extrakty dosahuji srovnatelného obsahu celkovych fenolickych
latek. Pii porovnani 40% extraktu z kvétd s komerénimi vzorky jsou dosazené vysledky také
statisticky totozné. V Echinaceovych bylinnych kapkach byla naméfena koncentrace
fenolickych latek 0,864 + 0,015 mg/ml a v Echinaceji se zdzvorem 0,839 =+ 0,026 mg/ml.
Rozdil mezi komerénimi a nami ziskanymi extrakty spociva piredev§im v dobé macerace. Jak
uz je popsano diive v této kapitole, komer¢ni vzorky byly macerovany 3 tydny a nase ziskané
extrakty pouze 6 nebo 24 hodin. Rozdil miize byt 1 v poméru bylinného materidlu a
rozpoustédla, ovsem tento udaj je pro nas nezndmy.

4.5 Stanoveni antioxida¢ni aktivity ve vybranych vzorcich

Stejné jako v ptfedchozim kroku experimentu i pro stanoveni antioxidacni aktivity byly pouzity
tfi nejlepsi ziskané extrakty a dva komeréni vzorky. Vzorky nebyly nijak upravovany a rovnou
byla stanovena antioxida¢ni aktivita pomoci kation-radikalu ABTS"". Vysledky jsou uvedeny
v Tabulce 12 a v Grafu 10. Vypocitand koncentrace je vztazend na pg troloxu v ml vzorku

(ug T/ml).

Tabulka 6 Celkova antioxidacni aktivita vybranych extraktii vyjadrena v ug troloxu v ml vzorku

nazev vzorku koncentrace (ug T/ml) SD

20% extrakt z kvétu 116 6
40% extrakt z kvétu 173 11
20% extrakt z kofene 198 11
Echinaceové bylinné kapky 190 10
Echinacea se zazvorem 242 11

Z nami pripravenych extraktii vykazuje nejvyssi antioxidacni aktivitu extrakt z kotfene, a
sice 198 £ 11 pg T/ml. Nejnizsi aktivita byla naméfena v 20% extraktu z kvétu. Komercni
Echinaceové kapky dosahuji aktivity 190 + 10 pg T/ml, tato hodnota se statisticky nelisi od
naméfenych hodnot 40% extraktu z kvétu (173 =11 pg T/ml) a 20% extraktu z kotfene
(198 £ 11 pg T/ml). V druhém komerénim vzorku byla stanovena antioxidacni aktivita na
242 + 11 pg T/ml. Rozdil mezi obéma komerénimi vzorky je pravdépodobné zpiisoben
slozenim vzorkl, konkrétné€ zazvorovy extrakt ma také antioxidacni vlastnosti, a proto zvysuje
tuto aktivitu [62].
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Graf 10 Antioxidacni aktivita vybranych extraktii

V literatuie [2, 44] se pro stanoveni antiradikalové aktivity vyuziva metoda s DPPH (2,2-
difenyl-1-pikrylhydrazylovym radikalem). Tsai a spol. [2] uvadi, ze schopnost radikalového
vychytavani DPPH se umérné¢ zvysuje se zvySovanim koncentrace extraktu z E. purpurea a
muze dosahovat az 91 %. Tyto vysledky ale nejsou porovnatelné s hodnotami ziskanymi v této
praci.

4.6 Stanoveni aromatickych latek ve vybranych vzorcich

Pro stanoveni aromatickych latek pomoci HS-SPME-GC-MS byly pouzity tii nejlepsi ziskané
extrakty a dva komer¢ni vzorky. Také byly analyzovany vychozi suroviny, jak suSeny kvét, tak
i suseny kofen E. purpurea. ldentifikace sloucenin byla provedend na zaklad¢ porovnani
hmotnostnich spekter s dostupnou knihovnou spekter. Ziskané chromatogramy jsou uvedeny
v Pfilohdch 1-7. Celkem bylo identifikovano 12 skupin sloucenin. Procentudlni zastoupeni
jednotlivych funkénich skupin a jejich podil na kazdém vzorku byly vypocteny z ploch pikl a
vztahem plochy jednoho piku k souc¢tu ploch vSech piki na chromatogramu v procentech.
Vysledky jsou uvedeny v Tabulce 13 a 14 a v Grafu 11.
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Tabulka 13 Procentualni zastoupeni jednotlivych skupin sloucenin ve vybranych vzorcich

skupina suchy | suchy | koren | kvét | kvét | Echinaceové | Echinacea se
kvét | kofen |20 % |20% |40 % | kapky Zazvorem
kyslikate 20 | 81 | 652 | 286 | 121 0 0
monoterpeny
monoterpeny 0 0,2 2,3 1,0 7,6 40,2 26,3
seskviterpeny 9,0 9,3 0,9 12,6 30,5 43,8 67,8
kyslikate 22 | 07 | 06 | 43 | 196 0,9 0,1
seskviterpeny
kyseliny 17,3 | 24,1 0 0 0 0 0
estery 52 1,4 9,7 17,6 5,2 6.4 2,5
ethery 2,0 2,5 10,5 3,9 2,8 2,3 0,2
alkoholy 13,3 9,9 3,3 6,2 6,1 1,8 1,6
aldehydy, 388 | 138 | 50 | 110 | 64 0.6 0.8
ketony
alkany 0 0,6 0 0,2 0,8 0 0,3
alkeny 0,6 26,4 1,5 11,3 8,7 3,6 0,5
ostatni latky 8,8 3,2 1,0 3,5 0,1 0,4 0

Tabulka 14 Pocet aromatickych latek podle skupin sloucenin ve vybranych vzorcich

skupina suchy | suchy | kofen | kvét | kvét | Echinaceové | Echinacea se
kvét | kofen |20 % |20 % |40 % | kapky zazvorem
kyslikaté 5 4 9 18 | 15 0 0
monoterpeny
monoterpeny 0 1 4 1 3 7 9
seskviterpeny 14 12 1 8 14 15 23
kyslikate 2 1 2 6 10 1 1
seskviterpeny
kyseliny 5 6 0 0 0 0 0
estery 4 5 9 13 5 6 6
ethery 5 3 3 4 3 1 1
alkoholy 17 12 6 10 9 1 3
aldehydy, 16 14 7 9 12 1 2
ketony
alkany 1 0 1 1 0 1
alkeny 1 8 2 6 7 1 2
ostatni latky 5 5 2 4 1 1 0
celkem 74 72 45 80 80 34 48

Z grafického znazornéni (Graf 11) je patrné, Ze suSeny kvét a suSeny koten E. purpurea maji

podobné slozeni, ale nejvetsi rozdil je v obsahu alkent a aldehydii a ketonti. Tyto dva vzorky

jako jediné obsahuji kyseliny, pfedevsim kyselinu octovou s celkovym obsahem pies 12 %.
Déle obé slouceniny obsahuji vysoké mnozstvi hexanalu, nonanalu a karvonu. V obou

piipadech bylo identifikovano vice nez 70 sloucenin, jak je uvedeno v Tabulce 14. Mazza a

spol. [35] zkoumali tékavé latky kofent, stonkd, listd i kvétd riznych druhii echinacey. Podle

48




nich kofen E. purpurea obsahuje 41 % aldehydt, 21 % terpenoidd, 12 % uhlovodiki, 4 %
alkoholi, 2 % esteril a 20 % ostatnich latek. U kvétu E. purpurea uvadi 83 % terpenoidd, 9 %
aldehydii, 4 % alkoholti, 1 % esterti a 3 % ostatnich latek. Takto velky rozdil, pfedev§im
u kvétl, mize byt zplisobeny Gpravou vzorku pro analyzu. V této diplomové praci byly pouzity
suSené Casti rostlin, kdezto Mazza a spol. pouzili Cerstvé Casti rostlin, které byly rozemlety a
proplachovéany proplachovacim plynem po dobu 10 minut.

Echinacea se zdzvorem I I
Echinaceové kapky l .
kvét 40% B Bl
Kvét 20% I I
Kofen 20% m 1
suchy kofen I I
such kvét I . I
0% 20% 40% 60% 80% 100%
B kyslikaté monoterpeny B monoterpeny seskviterpeny kyslikaté seskviterpeny
mkyseliny estery ethery m alkoholy
aldehydy, ketony alkany malkeny ostatni

Graf 11 Procentualni zastoupeni jednotlivych skupin sloucenin v analyzovanych vzorcich

Extrakt z kofene obsahuje témét 70 % terpentl, hlavné se jedna o kyslikaté derivaty
monoterpenti. Nejvys$§i mnozstvi bylo zaznamenano pro isomenthon (21,85 %), karvon
(15,45 %) a levomenthol (13,63 %). Celkem bylo v tomto vzorku identifikovano 45 sloucenin,
coz je o 27 latek méné nez ve vzorku suseného kotene.
testovanych extraktl. Timto se potvrdilo, Ze 40% ethanol je lep$i extrakéni Cinidlo pro kvéty
E. purpurea. Nejvétsi zastoupeni bylo zaznamenano u latek: ethyldekanoat (9,29 %), kadina-
1(10),4-dien (7,22 %), menthon (6,66 %) a thuja-2,4(10)-dien (6,29 %). U obou extraktl
z kvétu bylo shodné identifikovano 80 sloucenin.

V 40% extraktu z kvétu se nachéazi 69,8 % terpent. Tato hodnota je velmi blizka hodnoté
stanovené pro extrakt z kofene, avSak v tomto piipadé se nejednd o prevahu monoterpend, ale
seskviterpenti. Mezi tyto seskviterpeny a jejich derivaty patii kadina-1(10),4-dien (s obsahem
14,71 %), salvial-4(14)-en-1-on (5,77 %) a 1,5-epoxysalvial-4(14)-en (5,76 %). Dalsi rozdil
mezi témito extrakty je v obsahu dalSich latek. Extrakt z kofene obsahuje vyznamné vice estert
a ether(l, na druhou stranu extrakt z kvétu obsahuje vice alkend.

Komeréni vzorek Echinaceové kapky obsahuje o 16 % vice terpenti nez extrakt z kofene a
0 15,1 % vice nez 40% extrakt z kvétu. Celkové se nachazi v téchto kapkach 84,9 % vSech
terpentl. Z 34 nalezenych sloucenin, 22 sloucenin bylo identifikovano jako terpenové
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uhlovodiky a pouze 1 sloucenina jako terpenoid. Mezi zastupce monoterpenli s nejvysSim
obsahem patii o-cymen (16,15 %) a pinen (15,83 %). U seskviterpent se jedna o kadina-
1(10),4-dien (s obsahem 22,32 %) a a-muurolen (s obsahem 5,99 %).

U druhého komer¢niho vzorku Echinacea se zdzvorem byl zji§tén nejvys$si obsah terpend, a
sice 94,2 %. Toto zvySeni obsahu miZe byt ptipisovano opét sloZeni tohoto vzorku. Zadzvorovy
extrakt obsahuje az 50 % seskviterpenii [62]. V nejvétSim mnozstvi se objevuje zingiberen
(5,44 %), ktery se nenachazi v echinaceji. Mezi terpeny, které¢ se ale v echinaceji nachazeji a
bylo u nich zjisténo velké mnozZstvi, patfi seskvithujen (s obsahem 12,73 %), a-kurkumen
(s obsahem 11,59 %) a y-kurkumen (s obsahem 10,16 %).

Literarni udaje o slozeni aromatickych latek v alkoholovych extraktech z echinacey nejsou
dostupné.
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5 ZAVER

Cilem této diplomové prace byla piiprava alkoholovych extraktd rostlinného materidlu
ttapatkovky nachové (Echinacea purpurea) ve vhodném extrakénim systému (rozpoustédlo,
Cas, navazka, teplota) a stanoveni obsahu u¢innych latek. Pro experiment byly pouzity dvé ¢asti
rostliny, a sice suseny kvét a suSeny koten.

Vsechny parametry optimalizace byly sledovany pomoci stanoveni obsahu celkovych
fenolickych latek spektrofotometrickou metodou pomoci Folin-Ciocalteuova cinidla. Jako
prvni byla provedena optimalizace rozpoustédla a ¢asu. Jako rozpoustédlo byla testovana voda
a ethanol o riiznych koncentracich, konkrétné 20, 40, 60, 80 a 96 %. Pro suSeny kvét E.
purpurea bylo stanoveno jako nejlepsi rozpoustédlo 40% ethanol, pro suSeny koten E. purpurea
20% ethanol. Zaroven v tomto kroku byla testovana doba extrakce od 5 minut do 53 dni.
Nejvyssich hodnot u susen¢ho kvétu bylo dosazeno po 6 hodindch macerace. U suseného
kofene byla optimalni doba extrakce stanovena na 24 hodin. Konkrétni nejlepsi koncentrace
ethanolu byla pouzita v dalSich krocich optimalizace.

Jako druha byla stanovena optimalni navazka suSen¢ho materidlu. Celkem byly provéfeny
Ctyfi poméry rostlinného materialu ku rozpoustédlu, a sice v poméru 1:40, 1:20, 1:13 a 1:10.
Pomér 1:10 byl stanoven jako nejvhodnéjsi jak pro suSeny kvét, tak i pro suSeny koten.

Poslednim testovanym parametrem byla teplota extrakce. Dohromady bylo testovano pét
teplot, a sice laboratorni teplota (= 23 °C) a dale zvySena teplota (30 °C, 40 °C, 50 °C a 60 °C).
Hlavné z ekonomického hlediska byla pro obé ¢asti rostliny E. purpurea jako optimalni teplota
vyhodnocena laboratorni teplota.

Po stanoveni nejvhodnéjSiho extrakéniho systému byly piipraveny 3 nejlepsi extrakty,
s konkrétnimi podminkami:

e suseny kvét, 40% ethanol, doba extrakce 6 hodin, pomér suSené¢ho materialu ku
rozpoustédlu 1:10, laboratorni teplota,

e suSeny kvét, 20% ethanol, doba extrakce 6 hodin, pomér suSen¢ho materialu ku
rozpoustédlu 1:10, laboratorni teplota,

e suSeny koten, 20% ethanol, doba extrakce 24 hodin, pomér suSené¢ho materialu ku
rozpoustédlu 1:10, laboratorni teplota.

Pro porovnani pfipravenych extraktii byly testovany i dva komer¢ni vzorky. U téchto péti
vzorkl byl nejprve zjistovan obsah celkovych fenolickych latek spektrofotometrickou metodou
pomoci Folin-Ciocalteuova ¢inidla. Mnozstvi téchto latek bylo stanoveno v rozmezi od 0,799
do 0,839 mg/ml. Nésledné byla testovana antioxidacni aktivita spektrofotometricky pomoci
kation-radikalu ABTS™". Tato aktivita byla stanovena v rozmezi 116-242 ug troloxu na 1 ml
extraktu.

Nakonec byla pro analyzu aromatickych latek pouzita metoda headspace mikroextrakce
tuhou fazi ve spojeni s plynovou chromatografii s hmotnostni detekci (HS-SPME-GC-MS).
K této analyze byly pouzity tfi nejlepsi extrakty, dva komer¢ni vzorky a také ob¢ suSené Casti
rostliny. Pocet identifikovanych latek se pohybuje od 34 do 80. VSechny tyto latky byly
rozdeleny do skupin podle funkéni skupiny slouceniny. Celkem bylo identifikovano 12 skupin
sloucenin, a sice monoterpeny a jejich kyslikaté derivaty, seskviterpeny a jejich kyslikaté
derivaty, kyseliny, estery, ethery, alkoholy, aldehydy a ketony, alkany, alkeny a ostatni latky.
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Z vysledki této analyzy je patrny rozdil v chemickém sloZeni kotfene a kvétu E. purpurea.
Nejvetsi rozdil je v obsahu alkenti a aldehydt a ketont. Také pouze u téchto dvou vzorka byly
identifikovany kyseliny. U extraktii byly jako hlavni obsahové¢ latky identifikovany terpeny
s obsahem v rozmezi 46,3-94,2 %, estery s obsahem v rozmezi 2,5-17,6 % a ethery s obsahem
v rozmezi 0,2-10,5 %.

V dal$i praci by bylo vhodné cely proces extrakce dale optimalizovat z hlediska doby
macerace. Bylo by vhodné sledovat obsah fenolickych latek v kratSich, naptiklad 2hodinovych
intervalech mezi Sestou a dvacatou ¢tvrtou hodinou a také ve 24hodinovych intervalech mezi
prvnim a sedmym dnem. DalSimi faktory, které by bylo vhodné prozkoumat, jsou vliv michani
a opakovana extrakce. Extrakty z echinacey by také mohly byt analyzovany pomoci kapalinové
chromatografie pro identifikaci jednotlivych fenolickych kyselin, obzvlast’ derivati kyseliny
kavové, které maji antioxidacni vlastnosti.
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Plynovy chromatogram susené¢ho kvétu E. purpurea

Plynovy chromatogram susen¢ho kotene E. purpurea

Plynovy chromatogram 20 % extraktu z kofene

Plynovy chromatogram 20 % extraktu z kvétu

Plynovy chromatogram 40 % extraktu z kvétu

Plynovy chromatogram Echinaceovych kapek Aromatica

Plynovy chromatogram bylinnych kapek Echinacea se zdzvorem Aromatica
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Priloha 1 Plynovy chromatogram suseného kvétu E. purpurea
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Priloha 2 Plynovy chromatogram suseného korene E. purpurea
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Priloha 3 Plynovy chromatogram 20 % extraktu z korene
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Priloha 4 Plynovy chromatogram 20 % extraktu z kvétu
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Priloha 5 Plynovy chromatogram 40 % extraktu z kvétu
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Priloha 6 Plynovy chromatogram Echinaceovych kapek Aromatica
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Priloha 7 Plynovy chromatogram bylinnych kapek Echinacea se zazvorem Aromatica
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